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“Cuando emprendas tu viaje a Itaca
pide que el camino sea largo,
lleno de aventuras,
lleno de experiencias.
Pide que el camino seo largo.
Que sean muchas las mañanas de verano
en que llegues - ¡con qué placer y alegría! -
a puertos antes nunca vistos
y vayas a ciudades a aprender de sus sabios.
Ten siempre a Itaca en tu pensamiento.
Tu llegada allí es tu destino.
Mos no apresures nunca el viaje.
Mejor que dure muchos aPios
y atracar, viejo ya, en la isla,
enriquecido de cuanto ganaste en el camino
sin aguardar a que Itaca te enriquezca.
Itaca te brindó tan hermoso viaje.
Sin ella no habrias emprendido el camino.
Pero no tiene ya nada que darte.
Aunque lo halles pobre, Itaca no te ha engaPiado.
Así, sabio como te has vuelto, con tanta experiencia,
enteriderds ya qué significan las flacas.
Constantino P. Cavafis - Itaca (1911).
¿Porqu¿ se ha de considerar como decisivo el punto de
vista del indiferente y no el del enamorado?. Tal vez la
visión amorosa es más aguda que la del tibio. Tal vez hay en
todo objeto calidades y valores que sólo se revelan en una
mirada entusiasta.”
Ortega y Gasset - Las Atíantidas
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BSA Albúmina séricabovina (llovine Serum Albumin)
CTX Toxina del cólera
CMV Citomegalovirus
DMSO Dimetilsulfóxido
EDTA Acido Etilendiamino tetraac¿tico
EIA Enzimoinmunoensayo
FCS Suero bovino fetal (tetal CalfSerum)
FITC Isotiocianto de fluoresceina
GMCSF Factor estimulador de colonias de macrógagos y granulocítos
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
GPCR Receptor acoplado a proteínas O (0-Protein Coupled Receptor)











PAGE Electroforésis en gel de poliacrilaniida
PBS Tampón fosfato-salino
PCR Polimerase chain reaction
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PMA Forbol- 12-miristato- 13-acetato
PTX Toxina de Pertussis
SAC Stapbilococus Aureus, cepa Cowan A.
SDS Sodium-dodecyl-su]fato
SIDA Síndrome de inmunodeficiencia adquirida
SSC Tampón citrato salino
TBS Tampón tris-salino (Iris-Buffered Salme)
TM Transmembrana
TNF Factor de necrósis tumoral (Iumour Necrosis Factor)
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Cualquier organismo se encuentra desde el principio de su vida en continuo
contacto con otros organismos, muchos de los cuales pueden resultarle perjudiciales.
Resulta evidente que en la mayoría de los casos las infecciones son de corta duración y
dejan pocas secuelas, debido a que los vertebrados han evolucionado originando
medidas protectoras conocidas de forma general como sistema inmune. El sistema
inmune se divide funcionalmente en dos grandes grupos: el sistema inmune innato y el
adquirido. El sistema inmune innato constituye de hecho la primera linea de defensa
del organismo frente a los agentes patógenos y actúa antes de que éstos establezcan una
infección. El sistema inmune adquirido origina una reacción específica frente al agente
infeccioso que generalmente suele erradicarlo. Una de las particularidades mas
importantes del sistema inmune adquirido es que puede memorizar la respuesta frente
al agente infeccioso evitando de ese modo que vuelva a causar infecciones en otro
momento.
Ambos sistemas involucran una gran diversidad de moléculas y células
distribuidas por todo el organismo. Para su conecto funcionamiento, se necesita de la
acción coordinada de los diferentes tipos celulares implicados en la respuesta inmune y
para ello estas células deben generarse, madurar, diferenciarse y poder llegar al lugar
adecuado en el momento adecuado.
Además de la respuesta inmune, muchos otros procesos patológicos y
fisiológicos están estrechamente relacionados con la presencia de un detenninado tipo
celular en un determinado tejido, de ahíel interés en definir las señales que dirigen con
semejante grado de especicificidad y control este proceso. La existencia de molecuias
que cumplieran con este cometido se había sospechado desde hace mucho tiempo.
Inicialmente se pensó en los quimioatrayantes clásicos, como la familia de
formilpéptidos, C5a y LTB4, pero carecen de la especificidad celular necesaria para ser
los únicos responsables (Baggiolini el al. 1994). La identificación de la Interleuquina
8 como una proteína que dirige la migración de granulocitos pero no la de monocitos,
fué el primer indicio de que era posible encontrar moléculas que dieran una señal de
migración a un tipo celular específico, y seda la antesala de lo que ha venido a
denominarse como citoquinas quimioatrayentes o quimioquinas (Yoshimura a al.
1987). Sin embargo, el verdadero punto de inflexión en la evolución del estudio de las
quimioquinas lo marcó el descubrimiento del MCP- 1, cuyo nombre (del inglés,
Monocyte Chemoattractant Protein 1) hace precisamente referencia a su capacidad de
atraer a los leucocitos mononuclerares y no a los polimorfonucleraes (Yoshimura el
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al. 1989 ; Matsushima et al. 1989). Su identificación significó el principio de los
esfuerzos para identificar otras proteínas que pudieran ser quimioatrayentes específicos
de otros tipos celulares.
Las funciones asignadas hoy en día a las quinrioquinas ha superado
ampliamente el concepto de citoquina quimioatrayente, y de hecho algunas de sus
funciones quedan fuera del ambito inmunológico (Rollins, 1997). Se sabe que tanto
las quimioquinas como sus receptores se expresan en una gran variedad de células no
hematopoieticas y que la función de las quimioquinas va más allá de su papel en la
fisiología leucocitaria, aunque es en este último modelo donde más se han estudiado y
donde se las ha relacionado con otras funciones diferentes a las de la quimioatracción
(Baggiolini, 1998). Así, se ha descrito el papel que juegan las quimioquinas y sus
receptores en la angiogénesis (Moore et al. 1999), en la estimulación de linfocitos T
(Bonecchi et al. 1998 ; Siveke y Hamann, 1998) y en la infección por el vims del
SIDA, VIH-1 (D’Souza y Harden, 1996; Cairns y D’Souza, 1998), etc. El avance
en el estudio de las quimioquinas ha permitido conocer hoy la existencia de una
relativamente alta promiscuidad en la unión de estas moléculas con sus receptores por
lo que una misma quimioquina puede activar diferentes tipos celulares. Este hecho hace
que el concepto de especificidad celular antes aludido debiera quizás ser replanteado, o
como mínimo reconsiderado.
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LAS QUIMIOQUINAS COMO FACTORES OUIMIOTACTIVOS
Las quimioquinas o citoquinas quimioatrayentes son una famila de proteínas de
bajo peso molecular (7 a 12 RDa), con un alto grado de homología, y que presentan a lo
largo de su secuencia 4 residuos de cisteina. En función de sus propiedades
estructurales y de la localización cromosómica de sus respectivos genes se reconocen
clasicamente dos grandes grupos, CXC o ct-quimioquinas y CC o j3-quimioquinas. El
grupo de las CXC presentan un residuo aininoacídico cualquiera (X) intercalado entre
las dos primeras cisteinas, mientras que en el grupo de las CC, estos dos primeros
residuos de cisteina se encuentran adyacentes. Estas diferencias estructurales coinciden
con una diferente localización cromosómica (cromosoma 4q13 para las CXC y 17q1 1 y
12 para las CC) y con una actividad diferencial (Baggiolini et al. 1997a). Aunque
actualmente se ha descrito que tanto las quimioquinas de la familia CXC como las de la
CC son capaces de actuar sobre tipos celulares muy variados, tanto dentro del sistema
leucocitario como fuera de él, en un principio se afinnó que las quimioquinas CXC
actuaban sobre los neutrófilos, mientras que las CC tenían como células diana los
monocitos y los linfocitos T (Flory a al. 1993 ; Rollins, 1997).
1-lay excepciones a estas reglas generales, por ejemplo la Linfotaetina, que
mantiene algunas de las características funcionales y estructurales de las quimioquinas,
pero carece de dos de los cuatroresiduos de cisteina. Esta quimioquina ejerce su papel
principalmente sobre los linfocitos T. Como era de esperar su localización
cromosómica (cromosoma lq) también difiere de la de los dos grupos mayoritarios
(Kelner a aL 1994). Aunque su existencia sugiere la existencia de toda una nueva
familia de quimioquinas que podía denominarse C-quimioquinas, hasta el momento no
se han descrito otros miembros diferentes a la mencionada linfotactina.
Otra excepción es la Fractalquina o Neurotactina. Se trata de una proteína de
membrana, que presenta un dominio con estructura de quimioquina en su extremo
amino tenninal. Este dominio se diferencia de las quimioquinas tradicionales en la
presencia de tres aminoácidos entre las dos primeras cisteinas, lo que permite abrir un
nuevo grupo, él de las quimioquinas CX3C que además posee también una
localización cromosómica diferencial (cromosoma 1.6) (Bazan aal. 1997).
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La razón de por qué han sido descubiertas quimioquinas de las familias C, CC,
CXC 6 CX3C y no existenmiembros de una hipotética familia CX2C hay que buscarla
en datos estructurales que indican que entre las dos primeras cisteinas de la secuencia




La primera quimioquina descrita en el año 1961 fué PF4, un miembro de la
familia CXC cuya secuencia fué determinada en 1997 (Deucí et aL 1977). Aun
formando una familia estructuralmente bastante homogenea, sus propiedades difieren
mucho de unos miembros a otros. A nivel estructural podemos diferenciar entre
aquellas quimioquinas que presentan la secuencia de aminoácidos Olu, Leu, Arg,
denominado motivo ELR, de aquellas que no lo presentan (Rollins, 1997).
Las quimioquinas CXC con ELR tienen una función muy uniforme. El
exponente más estudiado de este grupo es Interleuquina 8, producida por una gran
variedad de tipos celulares entre los que se incluyen los monocitos, neutrófilos,
linfocitos T, fibroblastos y células epiteliales y endoteliales (Rollins, 1997). Sus
principales características, compartidas además por la mayoría de las quimioquinas
ELR, son la quimoatracción de neutrófilos (Huber et al. 1989) y linfocitos T (Qin et
al. 1996) y su actividad angiogénica (Kock et al. 1992 ; Strieter et al. 1995a
Strieter a al. 1995b). Otros miembros de esta familia son GRO-a, con actividad
mitogénica sobre lineas celulares de melanomas (Ricbmond a al. 1988), y ENA 78,
que es un activador y quimioatrayente específico de neutrófilos (Walz et al. 1991).
Dentro de las quimioquinas CXC que carecen del motivo ELR se agrupan
diferentes moléculas con una gran variedad de funciones. Así PF4, la primera
quimoquina descrita, es producida por las plaquetas, atrae fibroblastos y tiene actividad
angiostática ( Deuel et al. 1977 ; Malone a al. 1990), IP-lO, con poca actividad
quimioatrayente , es capaz de activar específicamente neutrófilos (Luster et al. 1985),
y MIO, que es quimioatrayente de linfocitos activados y de los linfocitos que infiltran
tumores. Todas ellas son proteínas inducibles por interferon y expresadas por células
mononucleares, queratinocitos, células endoteliales y linfocitos T (Liao a al. 1995).
Mención especial requiere el SDF- la, quimioquina muy activa sobre los linfocitos T
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(Bleul et al. 1996 ; Aiuti et al. 1997). Es el principal quimioatrayente de los
progenitores hematopoieticos CD344- y juega un papel fundamental en el desarrollo
normal de los linfocitos B y la organogénesis cardiaca (Nagasawa el al. 1996).
Actualmente ha cobrado gran relevancia por su papel como inhibidor de la infección
por determinadas cepas de VIH-l (Bleul eta!. 1996).
CC QUIMIOQUINAS
.
Las quimioquinas CC forman una familia con una gran diversidad funcional.
La primera descrita fue LD78. A ella la siguieron muchas otras, entre las que cabe
destacar la subfamilia de proteínas quimioatrayentes de monocitos (MCP-1 a -5) cuyos
miembros atraen a monocitos, aunque también tienen actividad sobre distintas
poblaciones de linfocitos T, eosinófilos, basófilos, células NK y dendríticas (Rollins,
1997 ; Luster, 1998).
Los proteínas inflamatorias de macrófagos (MIPs), actuan sobre distintas
poblaciones linfocitarias MIP- 1 a, se caracteriza por su capacidad de inhibir la
proliferación de células “stemn” hematopoyéticas. Otros miembros de esta familia son
eotaxina, RA.NTES, TCA3, 1309, HCCI, TARC, CCFS, etc capaces de reclutar
diferentes poblaciones leucocitarias y que tienen una gran relevancia en distintas
patologías, como se señalará más adelante. (Baggiolini et al. 1997a; Rollins, 1997;
Baggiolini, 1998 ; Nelson y Krensky, 1998 ; Luster, 1998 ; Ward a al. 1998).
También pertenecen a la familia CC las quimioquinas SLC, MIP-3!3, DC-CKl y TECK
que presentan especificidad por un único receptor y tienen funciones más ligadas a la
homeostásis que a procesos inflamatorios.
Dentro de las múltiples funciones atribuidas a las quimioquinas CC, cabe
destacar, además de su papel en la migración de diferentes poblaciones leucocitarias,
los efectos anti-tumorales de quimioquinas como MCP-1 (Rollins y Sunday, 1991),
la expresión diferencial de quimioquinas y receptores en las respuestas tipo Thl y Th2
(Bonecchi et al. 1998 ; Siveke y Hamann, 1998 ; Ward el al. 1998) y sus funciones
homeostáticas en tejidos linfoides. También dentro de ésta familia y al igual que ocurre
con SDF-lct, hay quimioquinas, como son RANTES, MIP-lcí y 113, que son
inhibidores de la infección de determinadas cepas del HIV-1 (Cairns y D’Souza,
1998 ;Littman, 1998; Honjk, 1999).
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Dada la gran variabilidad que existe en la asignación de nombres a las
diferentes quimioquinas que se van identificando, denominaciones muchas veces
sujetas a elecciones caprichosas y de dudosa utilidad, recientemente se ha sugerido una
nomenclatura común para todas ellas (TABLA 1), en función de la familia a la que
pertenecen (C, CC, CXC o CX3C) y de la localización del locus génico correspondiente
dentro del cromosoma (Keystone Symposia on Chemokines and chemokines
receptors. Keystone, Colorado. 1999).
Tabla 1. Nomenclatura de las quimioquinas. Unificación de nomenclatura para las distintas
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CONSIDERACIONES ESTRUCTURALES DE LAS QUIMIOQUINAS
.
Las quimioquinas presentan un cierto grado de similitud en su secuencia
aminoacídica. Basandose en esta similitud y como ya hemos comentado previamente,
las quimioquinas han sido agrupadas en diferentes familias en función del motivo
fonnado por las dos primeras cisteinas conservadas de su secuencia. Un examen de
las estructuras primarias indica que aquellas quimioquinas que se unen a receptores
diferentes presentan entre un 15% y un 50% de identidad, que afecta principalmente a
zonas con residuos de cisteina y prolina, pero fuera de ellas hay poca identidad. Sin
embargo, la comparación de las estrucutras tridimensionales conocidas indican una
similitud en el plegamiento del esqueleto proteico. De hecho, las quimioquinas son un
ejemplo claro de como secuencias muy diversas pueden generar una estructura similar.
Figura 1. Estructura tridimensional de dímeros de RANTES. Superposición de las posibles
estructuras simuladas sobre la estructura promedio (Crump a al. 1998).
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Los datos existentes sobre la estructura terciaria de las quimioquinas revelan
que todas ellas, salvo PF4 que es un tetrámero (St Charles el al. 1989), forman
dímeros, siendo globulares los de la familia CXC y elongados los de la CC (Clore el
al. 1990; Lodi el al, 1994; Clon el al. 1995 ; Crump el al. 1998 ; Crump et al.
1997). De forma general, se distingue la presencia de tres láminas beta y una alfa
hélice en el extremo carboxilo terminal (C-terminal). La dimerización se produce
precisamente por esa zona C-tenninal y es similar tanto en las quiomioquinas que
pertenecen a la familia CXC como a la CC (Figura 1).
La relevancia fisiológica de la dimerización, es sin embargo bastante
controvertida. Por un lado, la concentración a la que las quimioquinas son
biologicamente activas es mucho menor que la necesaria para su dimerización, lo que
sugiere que su forma activa sería la monomérica. De hecho, construcciones de JL-8 que
son incapaces de dimerizar mantienen por completo su actividad biológica. Por otro
lado, algunos datos apuntan en otra dirección. Así, variantes del MCP-1 que no se unen
eficientemente a su receptor, si que son potentes antagonistas cuando se añaden junto al
MCP-1 nativo, sugieriendo la posibilidad de que le secuestren por formación de
heterodimeros con el MCP-1 variante. La realidad es que la existencia de dímeros,
activos o no, tiene su importancia, sobre todo en farmacología, ya que permite pensar en
nuevas dianas para modificarla actividad de las quimioquinas ( Paolini el aL 1994
RoIlins, 1997).
Mención especial requieren los análisis estructurales para definir los motivos
importantes para su actividad. Ya ha sido mencionada anteriormente la importancia de
los residuos cisteina, residuos que han permitido la clasificación de las quimioquinas en
diferentes familias. La presencia de estas cisteinas bien adyacentes o separadas por uno
o más aminoácidos implica una actividad diferencial; este hecho estructural define, por
lo tanto, la especificidad de las quimioquinas por una familia u otra de receptores. El
extremo amino terminal de las quimioquinas es crucial para la actividad, aunque su
alteración no modifica su capacidad de unión al receptor. Existen numerosas
quimioquinas modificadas en su extremo N-terminal, modificación que las confiere
actividad antagonista (Gong el al. 1995 ; Gong el al. 1996 ; Arenzana-Seisdedos el
al. 1996. ; Simmons el al. 1997 ; Proost el al. 1998), aunque parece que
modificaciones en esta región no afectan por igual a quimioquinas de la familia CC que
a las CXC, por ejemplo, delecciones de este extremo de la quimioquina CXC OCP-2,
no afectan a su actividad (Proost el al. 1998). Como ya hemos comentado antes, la
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presencia o no del motivo ELR en las quimioquinas CXC origina cambios drásticos en
su actividad (Clark-Lewis et al. 1991. ; Hebert a al. 1991). Se ha demostrado que
al introducir éste motivo en PF4, esta molécula puede unirse a los receptores de
Interleuquina 8, lo que implica por lo tanto un cambio en su actividad (Clark-Lewis el
al. 1993). El extremo carboxilo-terminal juega también un papel importante ya que está
implicado en la unión a moléculas presentadoras, como es el caso de los
glicosaminoglicanos.
PAPEL BIOLOGICO DE LAS OUIMIOOUNAS
Las quimioquinas fueron descritas en un principio como mediadores inducibles
de la atracción de leucocitos en los procesos inflamatorios, de ahí que se las conociera
como citoquinas proinflamatorias, y de hecho son producidas por células de diversos
tejidos y por los mismos leucocitos que los infiltran en condiciones patológicas. Sin
embargo más tarde se han identificado una serie de quimioquinas expresadas de forma
constitutiva que están implicadas en el tráfico normal y en el “homing” de linfocitos, es
decir que cumplen funciones homeostáticas. Así quimioquinas como TARC, ELC,
SLC y DC-CK1 se expresan de forma constitutiva y en altas concentraciones en el
timo, los ganglios linfáticos y otros órganos linfoides y atraen a aquellos linfocitos T y
B que expresan los receptores adecuados en su superficie
Las quimioquinas están implicadas en una gran variedad de actividades, algunas
de las cuales son comunes a las diferentes familias, mientras otras son específicas de un
determinado grupo. Además de sus funciones reguladoras de la migración, estas
proteínas también ejercen otras funciones de gran importancia. Así la delección del gen
del receptor CXCR4 es letal en el ratón, observandose en ellos una serie de defectos
graves en el desarrollo no sólo del sistema inmune sino también del sistema circulatorio
y del sistema nervioso central (Tachibana et aL 1998; Zou el al. 1998). Lo mismo
ocurre con ratones que carecen de SDF-la, el ligando del CXCR4, animales que
mueren iii ulero con graves alteraciones en el desarrollo del sistema circulatorio y del
sistema inmune (Nagasawa el al. 1996.). Dentro de las múltiples acciones en las que
las quimioquinas juegan un papel relevante deben ser destacadas:
1. Migración celular. La migración de células desde el torrente circulatorio hasta un
tejido determinado es un proceso que requiere de una serie de eventos sequenciales
lo
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coordinados, que implican cambios morfológicos en las células, lo que las permite
adherirse a la superficie endotelial de los vasos, romper el endotelio y transmigrar a
través de la pared vascular. Este proceso, dada su complejidad, supone un importante
cambio estructural en la célula migratoria e involucra a numerosas moléculas como son
las selectinas, encargadas del rodamiento de los linfocitos por la pared vascular, las
moléculas de adhesión que interaccionan de forma reversible con la matriz extracelular
lo que permite el movimiento celular y las quimioquinas que permiten a la célula
detectar cambios en las señales de su niicroentorno, dirigiendo por tanto el moviniineto
celular (Butcher, 1991 ; Springer, 1994; Downey, 1994). Sin embargo, en el
proceso de migración las quimioquinas además, son capaces de inducir cambios en el
citoesqueleto, tales como reorganización de filamentos de actina, que permiten la
polarización de las células. Así mismo , una vez extravasados los leucocitos se dirigen
al tejido diana siguiendo un gradiente de quimioquinas. Por último, estas proteínas
también soncapaces de regular la expressión de molecúlas de adhesión en neutrófilos,
monocitos, eosinófilos y linfocitos, moléculas que juegan un papel clave en el proceso
de transmigración (Carr et al. 1996; Nieto et al. 1998 ; Sánchez-Madrid y del
Pozo, 1999).
El proceso de migración dirigida por quimioquinas no ocurre solamente en la
infiltración por leucocitos de los lugares de inflamación, sino que es un proceso más
general, y ocurre siempre que hay un movimiento celular dirigido, como es la migración
de linfocitos T desde la médula osea y el timo hasta el bazo y ganglios linfáticos o en
movimientos microambientales tales como la migración de células B desde las zonas
del manto a los centros germinales.
2. Inflamación e infiltración tisular. Es relativamente sencillo extender el modelo de
migración de linfocitos a la infiltración leucocitaria en procesos inflamatorios. En este
caso, las quimioquinas producidas en el foco inflamatorio serían responsables de la
inducción de interacciones entre los leucocitos y el endotelio, lo que provoca la
atracción de las células al lugar de inflamación siguiendo el gradiente quimiotáctico.
La evidencia para este modelo es básicamente indirecta, derivada de
experimentos en los que unicamente se documenta la sobreexpresión de quimioquinas
en los focos de inflamación (Schluger y Rom, 1997). Así se ha visto expresión de
MCP-1 en las paredes de la aorta en primates sometidos a dietas altas en colesterol y en
las placas ateromatosas. Así mismo la presencia de células inflamatorias en las
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articulaciones de pacientes con artritis reumatoide coincide con la presencia de IL-8 y
MCP- en el líquido sinovial. La expresión de quimioquinas también se ha descrito en
otros procesos inflamatorios como son la glomerulonefrítis, el asma y en el rechazo
alogénigo. La demostración de que las quimioquinas son responsables directa de
estos procesos es compleja. En modelos animales que intentan mimetizar
enfermedades humanas como es el caso de la encefalitis autoinmune que mimetiza a la
esclerosis múltiple (Godiska et al. 1995) o la inflamación pulmonar que mimetiza al
asma se ha visto una correlación directa entre la aparición secuencial de células
infiltrando el sistema nervioso central (caso de la encefalitis autoinmune) o el pulmón
(caso de la inflamación pulmonar) con la expresión previa y de manera coordinada de
determinadas quimioquinas(Gonzalo el aL 1996). El uso de anticuerpos frente a
algunas de estas quimioquinas disminuye la aparición de los síntomas, indicando que
las quimioquinas realmente juegan un papel clave en estos procesos ( Sekido el al.
1993; Lloyd el al. 1997 ; Gonzalo el al 1998).
3. Angiogénesis. La formación de nuevos vasos sanguineos es un proceso en el que
se pueden diferenciar tres etapas: vasculogénesis, que implica la maduración de células
precursoras mesodérmicas en hemangioblastos; angiogénesis, proceso en el cual estas
células desarrollan una red de capilares y por último, la remodelación necesaria para
formar una red circulatoria funcional. Se ha descrito que parte de este proceso es
deficiente en el tracto intestinal de ratones que carecen del gen del SDF- la o de su
receptor, el CXCR4 (Tachibana el al. 1998; Zou el al. 1998). Ya se conocía que las
quindoquinas que pertenecen a la familia CXC tienen efectos sobre la angiogénesis in
vivo y sobre las células endoteliales in vitro. Dentro de esta familia los miembros que
contienen el motivo ELR, son quimiotácticas para las células endoteliales y son
angiogénicas en ensayos de vascularización en comea de rata. Este es el caso de ]L-8,
ENA-78, OCP2, GRO-a, GRO-j3 y GRO-y (Kock el al. 1992 ). Por el contrario.
aquellas quimioquinas CXC que carecen de ELR, como son PF4, IP-lO y MIO, no sólo
no presentan actividad angiogénica o quimioatrayente, sino que inhiben la angiogénesis
inducida por las ELR-quimioquinas, es decir, se comportan como angiostáticos
(Strieter el al. 1995a ; Strieter el al. 1995b; Angiolillo el aL 1995). Los datos
obtenidos en ratones en los que se han deleccionado genes de quimioquinas o sus
receptores refuerzan la importancia de las quimioquinas en este proceso, más aún si
cabe dado el hecho de que el papel del CXCR4 parece ser específico de determinados
organos. Sin embargo, la relevancia fisiológica de las propiedades angiogénicas de las
quimioquinas todavía es poco claro, ya que hay ejemplos que apuntan en la dirección
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contraria, como es el caso de los ratones que carecen del receptor para la 11-8 y en los
cuales el desarrollo de la vasculatura no parece estar afectado (Moore el al. 1999).
4. Hematopolesis. El papel de las quimioquinas en el desarrollo del sistema
hematopoyético varia según el grado de madurez de los progenitores estudiados. De
hecho han sido descritas quimioquinas activadoras e inhibidoras de la proliferación de
estos progenitores (Reid el al. 1999 ; Verfaillie, 1996 ; Cook, 1996). Estas
diferentes actividades son independientes de la pertenencia a una determinada familia de
quimioquinas y de la presencia o no del motivo ELR. Si parece estar claro el papel que
SDF-lct juega en el desarrollo de las células stem (Aiuti el al. 1997 ; D’Apuzzo et
al. 1997). De hecho los ratones con el gen del SDF-lct deleccionado, presentan
deficiencias en el normal desarrollo del sistema hematopoietico (Nagasawa el al.
1996).
5. Efectos anti-tumorales de las quimioquinas. A raíz de la implicación de las
quimioquinas en la angiogenesis y el papel de algunas de ellas en la inhibición de la
proliferación de células hematopoieticas y células endoteliales stem, se pensó que las
quimioquinas podían tener un papel inhibitorio directo sobre células tumoraies. De
hecho, el MCP-1 fue descrito en un principio como agente anti-tumoral y también se
conoce la capacidad de la 11-8 para inhibir directamente el crecimiento de lineas
tumorales de pulmón in vitro (Rollins y Sunday, 1991 ; Wang el al. 1996). Es más
conocido, sin embargo, el papel de las quimioquinas para aumentar la respuesta
antitumoral dependiente de células T. De hecho cuando células tumorales son
transfectadas con genes de diversas quimioquinas, como son MCP-l, IP-lO, TCA3 o
linfotactina, y por lo tanto capaces de expresarlas, no dan origen al crecimiento de
tumores al ser inyectadas en ratones, lo que asigna un papel anti-tumoral a estas
quimioquinas (Rollins y Sunday, 1991 ; Cao el aL 1995 ; Laning el al. 1994
Dilloo el al. 1996).
6. Efectos sobre la infección por IIIV-1. El virus que causa el Síndrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) penetra en las células diana mediante su
interacción con diversos receptores presentes en la superficie celular. Esta infección
presenta una especificidad, existiendo cepas capaces de infectar linfocitos T (cepas T-
trópicas), cepas que infectan fundamentalmente a monocitos (cepas M-trópicas) y cepas
que pueden infectar ambos tipos celulares. La presencia de CD4, molécula descrita
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como receptor para éste virus, en la superficie de estas células explicaba la infección por
HIV- 1, pero no explicaba el tropismo de las diferentes cepas.
La primera relación entre las quimioquinas y el HIV viene de la descripción de
MIP-lct, MIP-113 y RANTES como agentes capaces de inhibir la infección por cepas
M-trópicas (Cocchi el al. 1995), lo que llevó a diferentes grupos al estudio de las
interacciones entre este virus y el receptor para estas quimioquinas, el CCRS
(Alkhatib el al. 1996 ; Deng el al. 1996). Actualmente está aceptado el hecho de
que tanto el CCR5, como otros receptores de las familias CC (CCR2, CCR3, CCR8) y
CXC (CXCR4) son, junto al CD4, co-receptores para diferentes cepas de 111V
(Doranz el al. 1996). La expresión selectiva de estos receptores en diferentes tipos
celulares explica el diferente tropismo de las cepas de 111V- 1. El CD4 actuaría como
concentrador de virus en la membrana celular provocando en él los cambios
conformacionales necesarios que le permiten interaccionar con los receptores de
quimioquinas. Así mismo se han descrito diversos casos de infección por HIV-1
independiente de CD4, pero en todos los casos si que es necesaria la presencia de
receptores de quimioquinas (Edinger eí aL 1997). En la actualidad a las diferentes
cepas del 111V- 1 se las clasifica en función del receptor de quimioquinas con el que
interaccionan, denominandose cepas X4 a aquellas que interaccionan
fundamentalmente con el CXCR4, y cepas RS, a las que interaccionan con el CCR5
(Berger et al. 1998). Este descubrimiento convierte a estos receptores en nuevas
dianas para la búsqueda de una terapia anti-HIV- 1 efectiva. Este interés aumenta más si
cabe por el hecho de que mutaciones que afectan a la expresión de estos receptores
disminuyen considerablemente la posibilidad de infección. De hecho individuos
homocigotos para una mutación del CCRS que origina una delección de 32 pares de
bases en el CCR5, no se infectan con el HIV- 1 a pesar de pertenencer a poblaciones de
alto riesgo, debido a la falta de expresión en la membrana celular de éste receptor
(Dean el al. 1996).
7. Respuestas Th1/Th2. Un punto importante en el conocimiento de la naturaleza de
la respuesta inmune es la divergencia de los linfocitos T helper (Ph) en células Th 1 y
Th2. Las células Th 1 producen y-interferón (IFN-y) e 11-2, mientras que las Th2
producen principalmente 11-4, 11-5 e 11-10. La acumulación de linfocitos de uno u
otro subtipo, influye en el curso de la respuesta inmune local. Parece factible que como
parte de sus diferentes funciones efectoras, las células Th 1 y Th2 puedan adquirir la
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capacidad de migrar a diferentes tejidos. Pues bien, se ha visto que las células Th1 y 
Th2 difieren en cuanto a la expressión de receptores de quimioquinas (Bonecchi et al. 
1998 ; Sallusto et al. 1998a ; Zingoni et al. 1998). Así las células Th1 expresan 
preferentemente CCR5 y CXCR3, mientras que CCR3, CCR4 y CCRS parecen ser 
característicos de linfocitos Th2. Otros receptores como el CCR2 y CXCR4 se 
expresan tanto en las células Th1 como en las Th2, mientras que CCR7 y CXCR4 
también se expresan en células ThO. Estos datos de expresión de receptores 
correlaciona perfectamente con la atracción específica que inducen las quimioquinas 















Figura 2. Las quimioquinas en las respuestas Th1 y Th2. Esquema de la expresión de receptores & 
quimioquinas durante la diferenciación de linfocitos T “helper”. (F. Sallusto et al, 1998). 
Por otro lado se conoce que citoquinas implicadas en una u otra respuesta 
también afectan a la expresión de receptores de quimioquinas. Por ejemplo, tanto 
TGFP, que promueve respuestas de tipo Th2, como IFNy, que promueve respuestas de 
tipo Thl, regulan positivamente la expresión de CXCR4. Estos datos indican que la 
diferenciación de las células T puede requerir de la capacidad migratoria así como de la 
producción deiferencial de citoquinas. Además las quimioquinas pueden formar parte 
de mecanismos efectores y de amplificación de las respuestas tipo Th1 y Th2, como 
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indica el hecho de que quimioquinas de la familia CC como MCP-1, RANTES y MIP-
la sean capaces de inducir la activación y/o diferenciación de linfocitos (Sallusto el
al. 1998b). Recientemente se ha descrito que las células Thl y Th2 además de
distiguirse por el patrón de citoquinas que producen y los receptores de quimioquinas
que expresan en su superficie, también se diferencian entre sí por la expresión de
determinadas quimioquinas tanto in vitro como in vivo (Bradley el al. 1999). La
producción de quimioquinas coincide con la expresión de los receptores
correspondientes, hecho que sugiere una regulación auto y/o paracrina del
reclutamiento de linfocitos T por parte de las quimioquinas (Figura 2).
8. Funciones bomeostáticas en tejidos linfoides. Durante el desarrollo y la
diferenciación, los linfocitos, tanto B como T, se mueven entre diferentes
compartimentos. Aunque conocemos algunos de los elementos que intervienen en este
tráfico, como es el caso de] papel asignado a algunas quimioquinas y moléculas de
adhesión en el reconocimiento de los lugares de homing, es difícil desenmarañar la
regulación de este tráfico celular. De especial interés son un grupo de nuevas
quimioquinas entre las que destacan TARC, MJP-3j3, SLC, MIP-3cx y DC-CKl, que se
expresan en altos niveles, de forma constitutiva, en timo, ganglios linfáticos y otros
tejidos linfoides (Adema el al. 1997 ; Vicari el aL 1997 ; Yoshida el al. 1998)
Todas ellas son capaces de atraer linfocitos T y la mayoría también atraen a los
linfocitos B. De hecho se han descrito receptores específicos, como son CCR4 para
TARC, CCR6 para MIP-3a y CCR7 para MIP-313 en células B. La producción de
todas estas quimioquinas en regiones muy concretas junto a su aparente selectividad
por receptores que se expresan en linfocitos, sugiere que están implicadas en la
regulación del tráfico de linfocitos en condiciones fisiológicas y durante el desarrollo.
Un ejemplo de estas funciones, es el caso del CXCR5 y su ligando BCA- l/BCL
(Fórster el al. 1996 ; Legler el aL 1998); los ratones que carecen de este receptor
tienen pérdida de ganglios linfáticos inguinales y un desarrollo defectuoso de los
folículos primarios, de los centros germinales del bazo y de las placas de Peyer.
Así mismo, recientes trabajos con ratones a los que se les ha deleccionado el
gen del CXCR4 o de su ligando (SDF-lcO, indican la importancia de esta quimioquina
y de su receptor en el desarrollo embrionario. La delección de uno de estos genes es
letal, pudiendo apreciarse diversos defectos tanto a nivel hematopoyético como en el
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desarrollo del cerebro (Nagasawa el al. 1994 ; Nagasawa el aL 1996 Zou el al
1998).
A la importancia de las quimioquinas en funciones homeostáticas se añade el
papel, recientemente descrito, que juegan quimioquinas como SLC/óCkine y MIP-
3j3/ELC en la migración de las células dendríticas a las regiones de células T de los
órganos linfoides (Dieu el al. 1998; Cyster, 1999). Así se ha visto que la quimioquina
SLC/6Ckine y su receptor, CCR7, participan en la migración de las células dendríticas
maduras desde la piel hasta los ganglios linfáticos (Saeki el al. 1999) y que ratones
que carecen de la expresión de esta quintioquina presentan defectos en la localización
de las células dendríticas (Gunn el al. 1999). Seguramente es esta función una de las
que hoy en díamás atrae a los diferentes grupos de investigación. Tanto es así que las
últimas tendencias sugieren clasificar a las quimioquinas en base al papel que juegan en
situaciones inflamatorias o constitutivas.
9. Transplante. Como consecuencia del transplante se suelen producir procesos
inflamatorios que están caracterizados por una infiltración de células mononucleares,
fundamentalmente macrófagos, linfocitos T y de forma ocasional, eosinófilos (Gréne,
1996). El reclutamiento de estos leucocitos desde la circulación periférica hasta el
órgano transplantado requiere la participación de una serie de moléculas que se
expresan en la superficie del endotelio y en los leucocitos. Las características de este
fenómeno sugieren que las quimioquinas jueguen un papel importante y así se ha
implicado a las quimioquinas 11-8, RANTES, MCP-l, MIP-lct y MIP-113 en la
patogénesis del rechazo agudo (Pattison el al. 1994; Grandaliano el aL 1997). Los
diferentes estudios realizados hasta el momento sugieren que terapias basadas en el
bloqueo de quimioquinas y sus receptores pueden tener un efecto favorable en la
supervivencia de los transplantes (Gr¿ine, 1999).
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RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS: ESTRUCTURA Y FUNCION
.
Las quimioquinas ejercen su actividad mediante la interacción con receptores
presentes en la membrana de las células diana. Estos receptores se caracterizan por
presentar sus aminoácidos hidrofóbicos organizados en segmentos que atraviesan la
membrana siete veces por lo que se les agrupa dentro de la generalidad de receptores
denominados receptores 7TM o GPCR (G Protein Coupled Receptor) (Figura 3)
(Amatruda et al. 1993). Esta superfamilia de receptores se encuentran en una gran
variedad de organismos y están implicados en la transmisión de señales al interior de
las células mediante la interacción con proteínas heterotriméricas que unen nucleótidos
de guanina (proteínas (O. Son capaces de responder a una gran variedad de agentes
como son hormonas, neurotransmisores, quimioquinas, análogos lipídicos, pequeños
péptidos, proteínas y estímulos sensoriales tales como la luz, el gusto y el olor. Estas
proteínas constan de una secuencia de aproximadamente 350 amino ácidos y un peso
molecular de unos 40 kDa. En general la organización espacial que adoptan es en
forma de tonel lo que define una serie de dominios extra y otros intracelulares según
queden a un lado u otro de la membrana celular. De hecho el extremo amino terminal
junto a los bucles extracelulares actuarían conjuntamente en la unión del ligando,
mientras que las regiones intracelulares, incluyendo el extremo carboxilo terminal.
intervienen en la traducción de las señales activadas tras la unión del ligando (Abuja, et
al. 1996 ; Monteclaro y Charo, 1996 Monteclaro y Charo, 1997). En los
dominios extracelulares también se localizan lugares susceptibles de glicosilación así
como diversas cisteinas, que mediante la formación de puentes disulfuro contribuyen a
la topología de estos receptores, dando lugar a estmcturas implicadas en la interacción
con el ligando (Baldwin, 1994). En los bucles intracelulares se localizan las regiones
de interacción con moléculas de señalización como las proteínas O así como
aminoácidos que son diana para la actuación de serin/treonin quinasas específicas de
estos receptores denominadas GRKs (§-protein Receptor Kinase), imprescindibles
para la desensibilización e internalización de estos receptores (Hamnm y Gilchrist,
1996 ; Piteher el al. 1998). Dentro de la similitud que tienen con el resto de la familia
de GPCR, los receptores de quinijoquinas presentan algunas características
estructurales propias, como es la secuencia de aminoácidos DRYLAIV, presente en el
segundo bucle intracelular, lo que ha facilitado, por ejemplo, el clonaje de muchos de
ellos aún antes de conocer un ligando o una función para los mismos (Murphy,
1994). Una representación esquemática de estos receptores se muestra en la Figura 3.
A pesar de las diferentes familias de GPCRs y sus distintas funciones, todos ellos
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mantienen una estructura central muy conservada, que es la formada por las regiones 
transmembrana y cuya modificación conformacional está relacionada con la activación 
del receptor. 
0 Sitio de vlión del ligando 
l Motivos de dimerización 
0 Motivo DRY 
jitio de wión de la proteína G 
Sitio de uión de GRKs 
Xana de hs GRKs 
Figura 3. Representación esquemática de los receptores de quimioquinas y de aquellas regiones dz 
interés funcional. 
Como ocurre en el caso de las quimioquinas, los receptores también pueden 
agruparse en dos grandes familias, CCR y CXCR, que interaccionan con quimioquinas 
de la familia CC y CXC respectivamente. Un resumen de los receptores conocidos, 
junto a sus ligandos y las células que los expresan se muestra en la tabla II. Uno de los 
grandes problemas en el estudio de las quimioquinas y de sus receptores es que una 
misma quimioquina puede unirse a diferentes receptores y que un mismo receptor es 
capaz de activarse por la unión de diferentes quimioquinas. No está claro como las 
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quimioquinas pueden conseguir tan alta diversidad funcional, unas veces altamente
específica y otras veces redundante, mediante su unión a un número
aparentementemente limitado de receptores (Devalaraja y Ricbmond, 1999). Un
determinado receptor se puede expresar en una gran variedad de poblaciones celulares
y una misma población celular puede expresar una amplia variedad de receptores
diferentes (Baggiolini, 1998; Luster, 1998).
Tabla II. Receptores de quimioquinas: Ligandos y tipos celulares que los expresan.
T: linfocitos T (T*=activadas; Tr=resting)
H: Linfocitos B






Hasta ahora se han descrito 5 receptores para las quimioquinas CXC y 10 para
las CC., que se detallan en la tabla II. Como se puede observar, la casi totalidad de
estos receptores son capaces de unir más de una quimioquina distinta, y una misma
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dicotomía CC/CXC. Así RANTES se puede unir a los receptores CCRl, CCR3 y
CCR5, MCP-3 al CCRI, CCR2 y CCR3, etc. Existen unas pocas excepciones, como
es el caso de eotaxina, cuyo único receptor conocido hasta el momento es el CCR3.
Otras quimioquinas de la familia CC que también parecen presentar especificidad por
un único receptor son TARC, MIP-3a, MIP-3 13, 1-309 y TECK que presentan
especificidad por CCR4, CCR6, CCR7, CCR8 y CCR9 respectivamente. El hecho de
que tanto estas quimioquinas como sus receptores sean los últimos en haber sido
caracterizados, sugiere que estos datos puedan verse modificados en un futuro proximo,
apareciendo nuevas quimioquinas capaces de interaccionar con ellos y nuevos
receptores a las que se puedan unir estas quimioquinas (Nelson y Krensky, 1998
Ward et al. 1998)
La promiscuidad que presentan los receptores para las quimioquinas de la
familia CC, no se mantiene en la familia CXC. En este caso se da una mayor
especificidad. Así el SDF-la se une exclusivamente a CXCR4, siendo por lo tanto su
único ligando conocido. Las quimioquinas ENA-78, NAP2 y las de la familia GRO,
sólo se unen al CXCR2. IPlO, I-TAC y MIO sólo se unen al CXCR3 y el denominado
CXCRS (BRLl) también presenta una alta especificidad por la quimioquina BCA- 1.
En esta familia de receptores, la excepción viene dada por la 11-8, que junto al GCP-2,
es capaz de unirse tanto al CXCR- 1 como al CXCR-2, aunque la interacción con
ambos receptores es completamente distinta en cuanto a la afinidad de la misma y a las
regiones implicadas en la unión.
A Fractalquina, representante único del nuevo grupo de quimioquinas CX3C, le
corresponde también un receptor único, el CX3CR-l. Existen numerosas quimioquinas
cuyo receptor aún no ha sido caracterizado, como es el caso de MDC, HCC-l, MIP-3¡3,
linfotactina, etc. Así mismo existen también candidatos para ser receptores de
quimioquinas, cuyo ligando todavía no se conoce (Rollins, 1997), y por lo tanto, no
están incluidos en las listas de receptores con nombre oficial aceptado.
Un grupo aparte dentro de la familia de receptores de quimioquinas lo forman
los receptores de quimioquinas promiscuos y los codificados por virus. Los receptores
promiscuos, son capaces de unir quimioquinas tanto CC como CXC, y el único ejemplo
de este tipo de receptores es el receptor eritrocitario de quimioquinas (DARC). DARC
se corresponde con el antígeno Duffy de los eritrocitos y se ha visto que posibilita la
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entrada en la célula del Plasmodium Vivar. Al no ser capaz de señalizar en respuesta a
quimioquinas, se sugiere que puede tener un papel en la regulación de los niveles
circulatorios de quimioquinas. Se conocen también algunos virus capaces de codificar
receptores de quimioquinas, como es el caso del US28 del Citomegalovirus o el
ECRF3 del Herpes virus saimiri, sin embargo, su relevancia es todavía una incógnita
(Chee et al. 1990; Ahuja et al. 1994).
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ACTIVACION DE RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS
Los conocimientos actuales sobre señalización inducida por quimioquinas nos
vienen dados por las observaciones realizadas en diversas lineas celulares, bajo
diferentes condiciones experimentales. Estos hechos, junto a la falta de reactivos
específicos adecuados ha impedido una caracterización detallada de las vías bioquímicas
asociadas a la respuesta mediada por quimioquinas. Además gran parte de la
información de la que disponemos actualmente está basada en los conocimientos
disponibles de señalización mediada por otros GPCR (Bokoch, 1995). Un gran
número de hormonas, neurotransmisores, mediadores locales y estímulos sensoriales,
además de las quimioquinas, ejercen sus efectos en las células uniendose a receptores
acoplados a proteínas O, proteínas que unen nucleótidos de guanina. Las proteínas O
son heterotrímeros formados por tres subunidades denominadas a, 13 y y. Existen
diferentes subunidades a, lo que da lugara la existencia de distintas proteínas O, que se
asocian con un número más limitado de subunidades 13 y y. La activación inducida por
el ligando provoca la unión de GTP a la subunidad a y la disociación del heterotrímero
inactivo en a libre y subunidades ¡3y que se mantienen asociadas en forma de dímeros
(Hamm y Gilchr¡st, 1996 ; Hamm, 1998).
Hasta hace poco se pensaba que la subunidad a era la única responsable de la
señalización, mientras que se reservaba un mero papel estructural a los dímeros 137,
siendo, se decía, los encargados del anclaje de laproteína U a la membrana celular. Hoy
se sabe que efectivamente los dimeros 13y una vez liberados del trímero , juegan un papel
activo en la señalización, activando a su vez a otras proteínas. G~, tiene effectos muy
definidos sobre algunas isoformas de los clásicos segundos mensajeros PLC132 y ¡33 y
sobre adenilil ciclasa. También son capaces de reclutar quinasas de receptores
acoplados a proteínas O (ORK) a la membrana, donde fosforilan a los receptores en
residuos de serma y treonina. Otras acciones relacionadas con la presencia de dímeros
j3y incluyen la activación de algunos canales de calcio y potasio así como la activación
de Cdc42 y la unión a miembros de la familia de Rho, como son Rho y Rac (Gutkind,
1998). Recientemente ha sido donada y caracterizada una isoforma de PJ3K
específicamente relacionada con receptores acoplados a proteínas U y que parece ser
activada por 13y, así como lo sedan también otras quinasas como son Rafí, Tsk, etc
(Stoyanov et al. 1995).
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La subunidad a tiene actividad GTPásica intrínseca, por lo que es capaz de 
hidrolizar un fosfato y transformar GTP en GDP; ello hace que el heterotrímero se 
vuelva a reunir y la proteína G pase a su estado inactivo. Parece por lo tanto que la 
actividad GTPásica controla la actividad de la proteína G y de hecho se han descrito 
recientemente mecanismos que a ese nivel modulan la activación de las proteínas G. 
Este es el caso de las proteínas RGS que, actuando como catalizadores, aceleran la 
actividad GTPásica de Ga (Berman y Gilman, 1998 ; Kehrl, 1998)(Figura 4). 
fNMW0 MV0 
Figura 4. Representación esquemática del ciclo activación/desactivación de las proteínas G. 
La activación de las proteínas G ha sido relacionada con un número limitado de 
efectores, entre ellos, la fosfolipasa Cp (PLCP) , distintas isoformas de la adenilato 
ciclasa y la cGMP retinal. Sin embargo el tipo de activación y las consecuencias de esa 
activación varía según la subfamilia de proteína G que esté implicada. Así los miembros 
de la subfamilia G,, estimulan la adenilato ciclasa, que catalizan la conversión de ATP 
en AMPcíclico, cAMP, que a su vez activa la protein quinasa dependiente de cAMP 
(PKA). Todos los miembros de las G, pueden activar las distintas isoformas de la 
PLC. Aunque los mecanismos moleculares no están caracterizados, algunos GPCRs 
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pueden activar las MAP kinasas através de un proceso que depende de la estimulación
porGq del a protein quinasa C (Bourne, 1997).
Los miembros de la subfamilia 0a1’ a los cuales se acoplan la mayoría de los
receptores de quimioquinas, inhiben la adenilato ciclasa, disminuyendo por lo tanto los
niveles de cAMP. También se ha descrito la activación de PLC13 y de la PI3K’y así
como la modulación de algunos canales de calcio y potasio. Las proteínas U son
sensibles ala acción de algunas toxinas; así la O~ se inactiva por efecto de la toxina del
cólera y la Q por el tratamiento con toxina de pertussis. En ambos casos se trata de
inhibiciones irreversibles que inician diferentes procesos en la célula, según que el
tratamiento efectuado sea con una u otra toxina, pero finalizan con la muerte celular
(Rokoch, 1995 ; Kebrl, 1998).
A través de la unión del ligando a GPCRs acoplados a proteínas O sensibles a
toxina de pertussis, se estimula Ras, un miembro de la familia de las GTPasas de bajo
peso molecular. Esta activación requiere de tirosin quinasas, y así se ha visto que O~,
pueden activar a la familia de las Src quinasas, lo que llevaría a la fosforilación de
proteínas adaptadoras y de miembros de las quinasas de adhesión focal (FAK). Así se
ha descrito la fosforilación de Pyk2 y su asociación con Src activada, en respuesta a
ligandos de GPCRs, fosforilación, que junto a la activación de PI3Ky podría ser
necesaria para la activación de la vía de las MAP quinasas (Mitogen Activated Protein
Kinases) (Gutk¡nd, 1998 ; Della Rocca et al. 1999).
Las quimioquinas estimulan la activación de proteínas G
La mayoría de las respuestas activadas tras la unión de la quimioquina a su
receptor son inhibibles mediante el tratamiento con toxina de pertussis (PTX) de las
células, lo que indica que las moléculas señalizadoras asociadas con estos receptores
son proteínas O de la familia 01 (Murphy, 1994). Así estudios de señalización
realizados en células HEK-293 transfectadas con receptores de quimioquinas indican
una potente inhibición, dependiente de ligando, de la adenilato ciclasa, consistente con la
asociación de estos receptores a proteinas G«~ (Myers el aL 1995). Sin embargo en
estos estudios, la movilización de calcio no siempre se bloqueaba por completo al tratar
las células con PTX, sugiriendo que los receptores de quimioquinas pueden acoplarse a
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otras proteínas U diferentes de G~, y por lo tanto insensibles a este tratamiento, como
sonGq 0016. Diferentes estudios sugieren que el acoplamiento a una u otra proteína O
depende tanto del receptor estudiado como de la disponibilidad de proteínas O en la
línea celular objeto del estudio, (Aral y Charo, 1996 ; AI-Aoukaty el al. 1996).
Tras la activación del receptor, la proteína G~ heterotrimérica se disocia en el
complejo 13y y en la subunidad a1 unida a GTE>, que permanece asociada al receptor,
posiblemente mediante su interacción con una o más regiones de los bucles
intracelulares del receptor de quimioquina (Aral y Charo, 1996). En este momento se
ha iniciado la cascada de señalización que poco a poco va involucrando a otras
moléculas en lo que supone la amplificación de señales que dará lugar a los efectos
finales.
Se ha descrito activación de la PLC de manera sensible al tratamiento con PTX,
a través del complejo fry (Jiang el al. 1996), aunque en un principio, la activación de
PLC principalmente se produce por proteínas O insensibles a PTX como es la
0q (Wu
el al. 1993). La activación de PLC origina la hidrólisis de fosfoinositido bisfosfato
(PIP2) para formar inositol trifosfato (1P3) y diacilglicerol (DAO). El 1P3 interacciona
con receptores específicos en el retículo endoplasmático y moviliza el calcio de sus
almacenes intracelulares, pero además es metabolizado por una protein quinasa que le
fosforila en posición 3, originandose inositoltetrafosfato (1P4), molécula que actúa
como un segundo mensajero implicado en el control de la movilización de calcio a
través de canales específicos de membrana. El calcio y el DAG activan diversas
isoformas de protein quinasa C (PKC) que a su vez puede activar diversas cascadas de
señalización, tanto citoplasmáticas como nucleares (W¡lcox fl «1. 1993).
Se conoce que las quimioquinas de la familia CC inducen la activación de la
fosfolipasa A
2 (PLA2) y liberación de ácido araquidónico en monocitos (Locati el aL
1994 ; Dennis, 1994). El ácido araquidónico parece estar implicado en la respuesta
quimiotáctica; de hecho inhibidores de PLA2 disminuyen la migración de monocitos en
respuesta a quimioquinas de una manera dosis-dependiente (Locatí el aL 1996).
Además la fosfolipasa D (PLD) también ha sido implicada en el tráfico de vesículas y
en transformación celular en respuesta a quimioquinas (BiIlah y Anthes, 1990).
Aunque no está claro como las quimioquinas activan PLD, parece que las proteínas O
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de bajo peso molecular (LMWG) como RhoA podrían jugar un papel relevante
(Kurihara el al. 1995).
Por otro lado, el complejo ¡3y liberado tras la unión de la quimioquina al
receptor, regula las isofonnas 2 y 3 de la PLC13, mientras que las PLC-’yl y &l son
insensibles, al menos en leucocitos <Katz el al. 1992). El dímero 13y también actúa
activando la asociación de las quinasas asociadas a receptores de proteínas O (ORK)
(Wu el al. 1998). De hecho se sabe que en el caso de otros OPCR, como son los
receptores muscarmnicos M2 y M3, la asociación de 13’y con el receptor activado permite
la formación de un complejo temario con la ORK2, que es necesario para la
fosforilación efectiva del receptor.
Uno de los efectos biológicos fundamentales mediados por las quimioquinas
como es la quimiotaxis o migración celular dirigida es inhibible por el tratamiento con
PTX. Aunque las respuestas a quimioquinas en diferentes poblaciones leucocitarias
requiere la activación de q, estas células expresan otros receptores acoplados a O~ que
no son capaces de inducir quimiotaxis (Carolan y Casale, 1993). Parece por lo tanto
que la activación de Oj es necesaria pero no suficiente para que la quimiotaxis tenga
lugar. Aunque no es posible excluir un posible papel de la O~ en este proceso, el
secuestro de subunidades f3yes capaz de bloquear la quimiotaxis (Ara¡ el al. 1997a
Neptune y Bourne, 1997 ; Un el al. 1998), aunque los mecanismos finales mediante
los cuales f3y induce estos efectos son desconocidos. Ha sido descrito que inhibidores
tanto de las MAPKs p42/p44 como de PI3K no afectan a la quimiotaxis, aunque en
este último caso los datos bibliográficos son controvertidos y de hecho también se ha
descrito que la preincubación con Worthmanina, un inhibidor de P13 K, bloquea la
migración en algunas lineas celulares (Turner el al. 1995). Otras vías, como es el caso
de la PLC-13, tampoco parecen estar implicadas en este fenómeno ya que neutrófilos
derivados de ratones KO de PLC-13 son capaces de migrar. La desensibilización de
receptores de quimioquinas tampoco es necesaria para la quimiotaxis (Arai el al.
1997b), de hecho un mutante del CCR2 en el cual las serinas y treoninas del carboxilo
tenninal han sido reemplazadas por alaninas, y que por lo tanto tiene disminuida su
capacidad de intemalización, es capaz de mediar la migración inducida por el MCE>- 1
(Aral el al. 1997b). Sin embargo, experimentos empleando variantes de delección del
extremo carboxilo terminal de este mismo receptor, indican la importancia de los amino
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ácidos 316-328 tanto para la quimiotaxis como para la internalización. Finalmente, el
uso de un derivado químico de la quimioquina RANTES, el AOP-RANTES, que induce
movilización de calcio pero no quimiotaxis, sugiere la disociación entre la
internalización y la quimiotaxis, ya que el AOP-RANTES induce intemalización del
CCR5 incluso más eficientemente que el ligando natural, RANTES, a pesar de su
incapacidad de inducir quimiotaxis (Mack el al. 1998).
El fin de la activación de la proteína U lo marca la actividad OTPásica de la
subunidad a. La hidrólisis de GTP a GDP que permanece unido a la proteína,
promueve la disociación de la subunidad a de los efectores y reasociación con el
complejo 13y. La baja actividad hidrolitica intrínseca de GTP que poseen las proteínas
Ga está regulada por la interacción con proteínas denominadas OAPs (proteínas
activadoras de la actividad GTPásica). Las OAPs fueron identificadas inicilamente
como reguladoras de factores de síntesis proteica y de GTPasas de bajo peso molecular
como Rho. Recientemente ha sido descrita una familia de GAPs para las proteínas Ocx,
conocidas como Reguladores de la Señalización por proteínas § o proteínas RGS, que
actúan como reguladores negativos de las proteínas G mediante la interacción directa
con Ocx de modo que esta subunidad no puede interaccionar con los efectores
correspondientes o con el complejo 13y (Berman y Gilman, 1998). Todavía se
desconoce como están reguladas estas ROS in vivo, y tampoco ha sido demostrado su
papel en la señalización mediada por quimioquinas.
Quimioquinas y GTPasas de bajo peso molecular (LMWG)
La quimiotaxis requiere de respuestas altamente especializadas que implican
cambios en la forma celular, polimerización/despolimerización de actina, y adhesiones
celulares mediadas por la interacción de integrinas con sus ligandos (Laudanna el al.
1996 ; Machesky y Hall, 1997). Estos procesos están modulados por nucleótidos de
guanina y posiblemente estén regulados por miembros de la familia de proteínas
capaces de unir OTP, más concretamente las de bajo peso molecular (LMWO). De
acuerdo con el papel que juegan en la regulación de actividades similares en otros tipos
celulares, no es sorprendente que los leucocitos expresen una gran variedad de LMWG
relacionas con Ras, entre las que se encuentran el propio Ras, Rho, Rac, Cdc42 y Arf
(Rokocb, 1991 ; Bokoch y Der, 1993 ; Hall, 1993).
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Es factible que Rho y Rac jueguen un papel importante en diversas funciones
leucocitarias por su capacidad de modular el montaje-engarze de los filamentos de
actina (Ridley, 1995). Por ejemplo, la estimulación con 11-8 origina la activación de
Rho, Rac y Cdc42, que están implicadas en la regulación de fenómenos de adhesión
focal, lamelipodios y filopodios, respectivamente. Rho también es necesario para la
respuesta motriz de los fibroblastos Swiss 313 (Taka¡shi K. 1993 = 52B). El
tratamiento de neutrófilos con la ADE> ribosiltransferasa de Clostridium botulinum C3,
desorganiza la red de microfilamentos de actina, inhibiendo la movilidad inducida por
quimioatrayentes de estas células (Stasia el al. 1991). La vía mediante la cual los
receptores de quirnioquinas se conectan con las LMWG, todavía no se conoce, aunque
podría involucrar al complejo 13y. De hecho se ha descrito que el complejo 13y puede
inhibir la unión del OTP[’>~] a Rac y Rho, pero no a Cdc42 (Harhammer el al. 1996).
El secuestro de ¡3y libre puede entonces promover la acumulación de formas de Rac y
Rho unidas a OIP, que podrían inhibir la endocitosis. Más aún, publicaciones
recientes sugieren la interacción entre proteínas de la familia de Rho con subunidades
de las proteínas O (Fronim el al. 1997 ; BubI el al. 1995), así como la demostración
de vías de señalización que conectan los OPCR con la quinasa c-jun, en las que estaría
implicada la acción de ¡37sobre una vía dependiente de Ras y Rac-1 (Coso el aL. 1996).
La importancia de la relación entre los receptores de quimioquinas y estas
LMWO reside en la capacidad de las quimioquinas de activar funciones tanto
migratorias como de adhesión en los leucocitos (Campbell el al. 1998). Los cambios
inducidos por Rho en la adhesión focal, pueden implicar también a laquinasa PI3K y al
Ptdlns(5)P (Chong el al. 1994), ambos importantes para la fosforilación de actina,
como ocurre en el caso de las integrinas que regulan las proteínas que unen actina
(Theriot y Mitchison, 1993).
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Las quimioquinas activan la Fosfatidilinositol 3-quinasa.
La enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (1>13K) cataliza la entrada de un grupo
fosfato en la posición D3 de lípidos tipo fosfatidilinositol; estos productos lipídicos han
sido involucrados en las vías de señalización implicadas en crecimiento celular y en el
ensamblaje del citoesqueleto (C¿rntley el al. 1991 ; Rodriguez-Viciana et al. 1994).
Las P13 quinasas son una compleja familia de proteínas heterodiméricas compuestas
por una subunidad catalítica y otra reguladora. Todas forman complejos con proteínas
adaptadoras que acoplan la actividad a diferentes vías de señalización
(Vanhaesebroeck el al. 1997). Algunas de ellas, como es el caso de pl lOct, ¡3 y 8,
interaccionan con subunidades adaptadoras que contienen dominios SH2 (dominios de
homología con src tipo 2). Otras son estimuladas por el dímero 13y liberado tras la
activación de la proteína O y no interaccionan con moléculas adaptadoras que contienen
dominios SH2; entre estas, la pl lOy (Stoyanov el al. 1995) que contiene un dominio
de unión a Ras en el extremo amino terminal, una región quinasa y un dominio
catalítico. Está ampliamente descrita la estimulación de la actividad P13 quinasa por
quimioatrayentes (Turner el al. 1995 ; Stephens el al. 1991 ; KnaII el al. 1997). Tras
la unión a su receptor, la quimioquina activa un heterodímero de PJ3K capaz de
fosforilar Ptdlns, Ptdlns(4)P y Ptdlns(4,5)P2 e interaccionar con Ras activo, esto es,
unido a OIP. (Rodriguez-Viciana et al. 1994 ; Marte el al. 1997).
Sin embargo el papel que juega la activación de esta quinasa en la señalización
por quimioquinas, no está tan claro ya que se han descrito diferentes efectos
dependiendo de la línea celular empleada. En algunos casos se ha descrito que
inhibidores de la PI3K no afectan a la quimiotaxis (Arai el al. 1997b ; Thelen el al.
1995). De hecho, el principal efecto de la inhibición de 113K en neutrófilos parece ser
el bloqueo de la actividad NADPH oxidasa (Arcaro y Wymann, 1993; Víahos el al.
1995). Sin embargo, también se la ha relacionado con los cambios en el citoesqueleto
necesarios para la polarización y la quimiotaxis (Turner el al. 1995 ; Stephens el al.
1991), así se sugiere que el dominio SH2 de la subunidad p85 es necesario para su
asociación con proteínas relacionadas con el citoesqueleto, como es el caso de la
FAX
pl25 (Chen and Guan, 1994). La PI3K activada a través de la estimulación del
GPCR origina la formación de lípidos fosforilados en 3 que actuan como segundos
mesanjeros para efectores tales como PKC y AKT así como para las vías de
transducción relacionadas con Ras (Shimizu y Hunt 111, 1996). Sin embargo, otros
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estudios relacionan la P13K con fenómenos de adhesión mediados por integrinas,
migración y polarización (Tanaka el al. 1998). Así, la quimioquina MIP-1¡3 induce la
activación de integrinas y la polimerización de actina, que pueden regularse por diversas
vías como son las proteínas O, tirosin quinasas, PKC, AME> cíclico y 1>13 quinasa.
Tanto la Worthmanina como la P’l’X disminuyen la polimerización de F-actina y la
expresión de LFA- 1 (~ymphocyte Eunction associated Antigen-l) activado, e inhiben la
adhesión mediada por integrinas; esta adhesión no es bloqueada por inhibidores de
PKC o de tirosin quinasas. También se ha demostrado que la activación de AKT por
IL-8, OROa y RANTES, es bloqueada por el tratamiento de las células con PTX
(Tilton et al. 1997), indicando la conexión entre 01 y PI3K. La activación de la 1>13K
dependiente de GPCR por RANTES, MCE>- 1, MIP-la e 11-8 está implicada en la
adhesión mediada por integrinas de células T y neutrófilos. El bloqueo con anticuerpos
anti-quimioquinas o con ologinucleótidos anti-sentido específicos de PI3K, disminuyen
la activación de LFA- 1 y la adhesión mediada por integrinas, como ocurre en el caso del
tratamiento con PTX. Todo esto indica la importancia del papel que juega la P13K
dependiente de los receptores de quimioquinas en la activación de integrinas necesaria
para la polarización y la migración (Tanaka el al. 1998).
Las Quimioquinas inducen la fosforilación en serinas/treoninas de los
receptores de quimioquinas.
De los datos de la literatura se puede concluir que el tráfico de las poblaciones
leucocitairias es un complejo proceso controlado por un gran número de moléculas,
integradas en vías de señalización muy diversas. Las células que están migrando deben
ser capaces de detectar de forma continuada los cambios en el gradiente de
quimioatrayentes por lo que se necesita un control muy preciso; ello se consigue con
un mecanismo de encendido/apagado, en el cual la desensibilización de Jos receptores
de quimioquinas juega un papel importante. Se sabe poco sobre los mecanismos que
regulan la respuesta celular a quimioquinas, así como del papel de la desensibilización
en la migración linfocitaria. Para un gran número de receptores acoplados a proteínas
0, la rápida desensibilización implica la fosforilación del receptor por quinasas
acopladas a OPCR (GRK) cuya actividad es inducida por el ligando (Lefkowitz,
1993). La fosforilación en residuos serina/treonina presentes en el extremo carboxilo
terminal y/o en los bucles intracelulares del receptor aumenta la afinidad del mismo por
proteínas del tipo de la an-estina, cuya unión impide que el receptor pueda volverse a
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acoplar a la proteína O (Bohm el al. 1997). Diferentes artículos han demostrado que
tras la estimulación con quimioquinas los receptores correspondientes, tanto de la
familia CC como de la CXC, son fosforilados en serinas por ORK (Tard¡f el al. 1993
Ah el al. 1993 ; Prossnitz el al. 1995 ; Franci el al. 1996 ; Oppermann el al.
1999). Esta fosforilación es crítica para la funcionalidad del receptor, ya que juega un
papel decisivo en su desensibilización y su internalización.
Experimentos empleando receptores de quimioquinas mutantes que carecen de
los residuos Ser/Thr del extremo carboxilo tenninal indican la importancia de la
fosforilación de estos residuos, ya que las señales inducidas por las quimioquinas tras
su unión a los mismos, no son inhibibles por la co-expresión con ORK2 (Franc¡ el al.
1996). Un reciente trabajo ha demostrado que la desensibilización del CCRS inducida
por RANTES, implica directamente la fosforilación de los residuos Ser 336, 337, 342 y
349, residuos que están altamente conservados en diferentes receptores de las
quimioquinas CC. Esta fosforilación puede ser realizada por distintos miembros de la
familia ORK, el hecho de que sea una u otra parece más ser cuestión del modelo celular
usado y de la disponibilidad de ellas (Oppermann et al, 1999). Así mismo, se ha
observado que la respuesta a un segundo estímulo con quimioquinas no se xe
desensibilizada cuando se emplean receptores de la familia CXCR en los cuales los
residuos Ser/Thr del extremo carboxilo terminal han sido mutados o cuando esta
porción del receptor ha sido eliminada (Mueller et al. 1997).
Las Quimioquinas activan la via de las MAP quinasas
Las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), también denominadas
quinasas activadas por nútógenos (MAPK), son activadas por la fosforilación en
residuos de tirosina y treonina (Rossomando et al. 1991; Nel el al. 1990) y su
actividad se regula por diversas proteínas que incluyen protein quinasas y factores de
transcripción oncogénicos. En particular, la activación de PLA2 (Nemenoff el al.
1993) y de elementos del citoesqueleto (Gotoh el al. 1991) por MAE>K sugiere que
estas quinasas pueden jugar un papel importante en las respuestas celulares inducidas
por quimioquinas. Así, la activación de neutrófilos con f-MLP (formil-metionil-
leucinil-fenilalanina), activa Ras (Coifer el al. 1998), que inicia la casacada de las
MAPK mediante la unión a la Ser/Thr quinasa Raf. Ras provoca la translocación de
Raf desde el citoplasma a la membrana plasmática (Leevers et al. 1994), donde es
activado mediante interacciones con miembros de la familia de proteínas 14-3-3 (Freed
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el al. 1994 ; Irie el al. 1994). Tanto Raf como miembros de MEKK, otra famila de las
MAP quinasas, fosforilan y activan MAPK; sin embargo todavía no ha sido descrita la
activación de MEKK quinasas en respuesta a quimioatrayentes. La activación de
MAPK se ha descrito tras la unión de 11-8 a los receptores CXCRí o CXCR2
transfectados en células Jurkat (Jones el al. 1995).
La activación de la vía de las MAPK por quimioquinas es bloqueada en
neutrófilos por el tratamiento con PTX, indicando que es una vía que está mediada por
una proteína Gi. Usando células COS-7 transfectadas y co-expresión transitoria de
MAPK con OPCR, las subunidades 0ai activadas son incapaces de mimetizar la
estimulación inducida por el receptor de la actividad MAPK, evidencia del papel activo
que juegan los dímeros f3y en esta vía de señalización. Bajo diferentes condiciones
experimentales, se ha demostrado que la acitvación de MAPK por las subunidades ¡3y
no requiere de la activación de PLC-13 ni de PKC, pero si que es bloqueada por
mutantes de Ras (Koch el al. 1994 ; Crespo el al. 1994) y también que las
subunidades ¡3y pueden inducir la acumulación de Ras unido a GTE>, es decir, en su
forma activa.
La activación de MAP quinasa mediante quimioquinas tiene diversas
consecuencias funcionales. Como las MAPK pueden fosforilar y activar factores de
transcripción (Hill y Treisman, 1995), las quimioquinas pueden estar implicadas en la
regulación de la expresión de genes a través de esta vía. Más aun, la MAPK fosforila y
activa PLA2 citoplasmático, lo que conduce a la liberación de ácido araquidónico
(Durstin el al. 1994). La producción de leucotrienos inducida por ácido araquidónico
es esencial para la polimerización de actina (Peppelenbosch elal. 1993). Todos estos
datos indican una vía inducida por quimioquinas, en la que están implicadas tanto
MAPK como cPLA2 que pueden regular los cambios en el citoesqueleto necesarios
para la migración celular. En cualquier caso, este papel no parece ser crítico ya que
SK&F 86003, un inhibidor de la MAPK p38, no tiene un efecto significativo sobre la
quimiotaxis o sobre la quimioquinesis inducida por quimioquinas (Knall el al. 1997).
Las quimioquinas inducen actividad tirosin-quinasa.
Las quimioquinas inducen un aumento de la actividad tirosin quinasa de la célula. Se
ha descrito un aumento en la activación de lyn, una tirosin quinasa relacionada con sm,
33
INTRODUCCION Se~olización por receptores de quimioquinos
en neutrófilos, inducida por quimioquinas de la familia CXC, así como un aumento en
la actividad autofosforilante en tirosinas de esta quinasa, inducida por 11-8, ORO-a y
NAP-2 (Gaudry el al. 1995). Otras tirosin quinasas activadas por quimioquinas están
relacionadas directamente con los cambios en el citoesqueleto necesarios para la
quimiotaxis. Así se ha visto que RANTES activa la generación de adhesiones focales
en células T y la consiguiente activación celular a través de complejos moleculares
I25FAK
formados por la quinasa p y la tirosin-quinasa asociada a la cadena zeta del
receptor de células T, ZAP-70 (Bacon el al. 1996). Através de sus dominios SH2,
ZAP-70 se une a fosfotirosinas en los dominios [AM del TCR, en un proceso
catalizado por las quinasas p56lck y p59fyn (Irving el al. 1993). Recientemente ha
sido descrito que la señalización via el receptor CCR5 induce la fosforilación y
activación de la proteína quinasa Pyk2 (también conocida como RAFTK o CAK-13),
perteneciente a la familia de FAK (Ganju el al. 1998). Esta activación origina la
modulación del sistema JNK/SAPK.
Por lo que conocemos hasta el momento, las quimioquinas se unen a sus
respectivos receptores y activan una amplia cascada de señales que se origina a partir de
la activación de una proteína O y se amplifica mediante la intervención de otros
segundos mensajeros. Sin embargo, sorprende que a pesar de los múltiples y variados
efectos que están mediados por las quimioquinas, exista un conocimiento mínimo de la
señalización que desencadenan. De hecho la implicación de diferentes vías en
señalización mediada por quimioquinas, se debe a observaciones aisladas de señales
que han sido demostradas para otros receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteínas O. La importancia de procesos en los que están implicadas las
quimioquinas tales como asma, angiogénesis, desarrollo, arteioesclerosis, SIDA, etc., no
sólo a nivel científico sino también económico y social, hace que el conocimiento de las
vías de señalización activadas por estas moléculas sea una cuestión de máxima
importancia.
Un resumen de las vías de señalización activadas por las quimioquinas se
muestran en la figura 5.
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Figura 5. Resumen de las principales vías de señalizacih activadas tras la unión de las quimioquinas 
a su receptor, con atención a los segundos mensajeros implicados y a las consecuencias funcionales a 
las que estas vía\ conducen. 
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Papel biológico de la proteína quimioatrayente de monocitos, MCP-1, y de su
receptor, CCR2
La proteína quimioatrayente de monocitos (MCP- 1) fué una de las primeras
quimioquinas de la familia CC en ser caracterizadas (Matsusbima el al. 1989
Yoshimura el al. 1989). Como ocurre con la mayoría de quimioquinas, recibió
diferentes denominaciones en función del tipo celular en el que fué caracterizado. Así,
al MCP- 1 también se le conoció como MCAF (Monocyte Chemotactie and Activating
Factor), LDCF (Lymphocyte-Derived Chemtotactic Factor), GDCF (Olioma-Derived
Chemtotactic Factor), TDCF (Tumor-_Derived Chemtotactic Factor) o SMC-CF
(Smooth-Muscle Ceil-Derived_Factor). Todas estas denominaciones ya nos dan idea
de los diferentes tipos celulares capaces de producirla, entre los que destacan
fibroblastos, monocitos, macrófagos, linfocitos de bazo, células endoteliales y
epiteliales, osteoblastos, melanocitos, astrocitos, células del cuerpo lúteo y células
tumorales entre otras (VanDamme el al. 1994 ; Schall, 1994). Esta producción está
regulada por diferentes estímulos, como el PDOF, IFNy, 11-1, TNF-a, OMCSF, JL-4,
LPS, PMA, PHA, ConA, esteroides, dexametasona y situaciones patológicas como son
la hipoxia, la formación de complejos inmunes y la infección por bacterias o virus. Se
trata de una quimioquina de las conocidas como proinflamatorias y está implicada en
diferentes enfermedades como son la hepatitis fulminante, artritis reumatoide,
ateroesclerosis, glomerulonefritis (Lloyd el al. 1997), colitis ulcerosa, rinitis alérgica,
fibrosis pulmonar (Huffnagle el al. 1995), asma, sepsis (Bossink el al. 1995) e
incluso procesos tumorales (Rollins el al. 1991 ; Baggiolini y Dahinden, 1994
Hedrick y Zlotnik, 1996 ; Kunkel el aL 1995 ; Premack y Schall, 1996). El
MCP-1 induce la migración de distintos tipos celulares, entre los que cabe destacar a
los linfocitos 1 (Carr et al. 1994 ; Qin et al. 1996), las células NK (Allavena et al.
1994), monocitos y macrófagos (Fuentes el al. 1995; Horuk, 1994 ; Howard el al.
1996 ; Schall y Bacon, 1994. ). De hecho, el uso de anticuerpos neutralizantes e
incluso la obtención de ratones con el gen del MCP-1 deleccionado ha demostrado su
importancia en el reclutamiento de monocitos y macrófagos en modelos animales de
glomerulonefritis y artritis (Boring el al. 1998).
El MCP-1 es capaz de interaccionar con varios receptores, como ya ha sido
indicado previamente, como son CCR2 y CCRlO (Tabla II). El receptor más
estudiado ha sido el CCR2. Desde su descripción en 1994 (Charo el al. 1994),
numerosos estudios han sido llevados a cabo demostrando las principales
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el CCR2 presenta el motivo DRYLAIV en el segundo bucle intracelular. Así mismo,
mediante el uso de receptores truncados en su extremo carboxilo terminal, se ha podido
determinar la importancia que también esta región tiene en la desensibilización e
intemalización del receptor. El uso de receptores quimeras entre el CCR2 y CCR5, que
presentan un alto grado de homología entre ellos, ha pennitido definir la importancia del
extremo amino-tenninal del mismo en la especificidad por un detenninado ligando,
dandose el caso que receptores CCR2 con el extremo amino del CCR5 pasan a ser
activados por ligandos de éste último como son el RANTES o el MIP- 113 (Monteclaro
y Charo, 1996) Existen dos variantes naturales del CCR2, CCR2B y CCR2A,
generadas por “splicing” alternativo, y que se diferencian en el extremo carboxilo
terminal. La contribución de cada una de estas formas del receptor a los efectos
mediados por el MCE>- 1 se desconoce en la actualidad.
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1. Obtención y caracterización de anticuerpos monoclonales frente al CCR2 humano,
con la atención puesta en obtener herramientas altamente especificas que permitan hacer
un seguimiento de este receptor tanto en su forma nativo como desnaturalizada.
2. Caracterización de la expresión del CCR2 en poblaciones linfocitarias en diferentes
estadios de activación.
3. Distribución del CCR2 en la superficie celular. Estudio de su localización en células
con fenotipo migratorio.
4. Estudio de la implicación que el CCR2 tiene en la infección por 111V- 1. Análisis de
las zonas del receptor implicadas en la unión al virus.
5. Análisis de las vías de señalización activadas como consecuencia de la unión al
CCR2 de la quimioquina MCE>- 1, con atención en aquellas vías que conducen a la
activación celular y en los mecanismos implicados en la desensibilización y posterior
intemalización del receptor.
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1. Líneas celulares empleadas
Las células Mono Mac 1 (DSM ACC252),fueron obtenidas de la Oerman
Collection ofMicroorganisms and Celí Cultures (Braunschweig, Alemania)
Las células THPl (ATCC T1B202) , Jurkat (ATCC TJB 152), IM-9 (ATCC
CCL-159), P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL 1580) y HEK-293 (T1B202) fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EEUU). Las
células endoteliales de cerebro de ratón nos fueron cedidas gentilmente por e] Dr. José
Carlos Outíerrez-Ramos (Millenium Corp., Boston. EEUU).
Los linfocitos de sangre periférica o de amígdala fueron obtenidos de donantes
sanos y purificados por centrifugación en gradiente de Ficoll-Paque (5,7 g/L,
Pharmacia, Suecia). Los linfocitos así obtenidos fueron estimulados con
fitohemaglutinina M (PIlA, 0.5%, Difco, EEUU), ionomicina (1 gM, Sigma Chemical
Co. EEUU) o con la cepa Cowan 1 de Sraphylococcus aureus (SAC, 1/1000, Sigma),
durante 48 a 96 horas a 370C con 5% CO2, en medio RPMI (Biowhittaker, EEUU),
suplementado con 10% de suero bovino fetal (OIBCO) y antibióticos en presencia de
50 Rl/ml de Interleuquina 2 humana recombinanate (rhJL-2, Hoffmann-LaRoche,
EEUU).
Las células B, CDl9~, fueron purificadas a partir de linfocitos de sangre
periférica o de amigdala por adhesión a bolas magnéticas (magnetic celí sorting,
MACS, Miltenyi Biotec OmbH, Alemania), usando anticuerpos de ratón específicos de
CDl9 humano acoplados a microesferas. La pureza de las células seleccionadas se
determinó por citometria de flujo usando anticuerpos específicos.
Las diferentes líneas empleadas fueron crecidas en medio RPMI 1640, que
contenía 10 % de suero de ternera fetal y aminoácidos no esenciales. Las células HEK-
293 crecieron en DMEM (Biowhittaker, EEUU), suplementado con 10 % de suero de
ternera fetal (FCS, OIBCO) y aminoácidos no esenciales. Al ser adherentes, se usó
tripsina/EDTA para los pases, mientras que un tratamiento más suave, EDTA al 0.02%
en PBS, fue usado cuando las células iban a ser empleadas en experimentos de
señalización.
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2. Qu¡mioquinas
Las quimioquinas humanas de origen recombinante empleadas, MCP-l, MCP-
3, RANTES, SDF-la, MIP-lct y MIP-113, fueron obtenidas de Peprotech, Inglaterra.
3. Obtención de éptidos sintéticos.
Los péptidos sintéticos se obtuvieron mediante síntesis en sintetizador múltiple
automático (AMS422 Abimed, Germany).
4. Obtención de anticuerpos monoclonales
Se sintetizaron péptidos correspondientes a las secuencias de aminoácidos 6-20,
12-26, 24-38 y 273-293 del CCR2. Los péptidos fueron acoplados a hemocianina de
Keyhole lymphet (KLH, Calbiochem, EEUU) y empleados para inmunizar ratones de la
cepa Balb/e (Harlow y Lane, 1988). El protocolo de inmunización consistió de un
primer pinchazo subcutaneo con el péptido acoplado a KLH (40 gg/150 ¡xl de PBS)
emulsionado con adyuvante completo de Freunds. Esta inmunización primaria fué
seguida, a los 30 y 60 días, por dosis de recuerdo con el péptido acoplado a KLH (40
gg/l 50 ~.tlde PBS) emulsionado con adyuvante incompleto de Freunds, también vi~
subcutanea. Los días 4 y 3 previos a la fusión, los ratones recibieron una última dosis
con el péptido acoplado a KLH (40 ~.tg/l50pl de PBS) vía intravenosa. Las células
provenientes de los bazos o ganglios linfáticos de los animales inmunizados en cuyo
suero se encontró una respuesta específica frente al péptido inmunizante y frente al
CCR2, fueron fusionadas con el mieloma P3X63-Ag8.653 utilizando polietilenglicol
(PEO) y protocolos previamente descritos (Harlow y Lane, 1988).
Siempre que se realizó una fusión se tuvo la precaución de plaquear solamente
una parte de la misma, siendo congelado el resto, lo que nos permite trabajar con un
menor número de híbridos y poder así analizarlos con más detalle. Al tener el resto de
la fusión congelada, siempre se puede volver a plaquear nuevas alicuotas de fusiones de
interés.
Se analizó lapresencia de anticuerpos específicos dirigidos frente a los péptidos
inmunizantes en los sobrenadantes de cultivo de los híbridos que crecieron, mediante
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técnicas de enzimoinmunoensayo (ELk) y los híbridos positivos se donaron por
dilución límite. La subclase de los anticuerpos se determinó por EIA usando
anticuerpos específicos marcados con peroxidasa (Southem Biotecnology, EEUU). Los
anticuerpos monoclonales fueron purificados por precipitación con sulfato de amonio
(Harlow y Lame, 1988) y por cromatografía de afinidad sobre proteína A inmobilizada
en Sepharosa (Pharmacia).
5. Enzimoinmunoensayo (EIA).
Los EllAs se realizaron siguiendo protocolos anteriormente descritos.
Brevemente, los péptidos sintéticos (3~xgfml en PUS, 100 311/pocillo) se adsorbieron a
placas de microtitulación de 96 pocillos (MaixiSorb, Nunc, Dinamarca) durante 12
horas a 40C. Después de eliminar el péptido no unido mediante lavados con agua
destilada, se bloquearon los sitios libres mediante incubación con albúmina bovina
(BSA, 0.5% en PBS), durante 60 minutos a 37 0C. Los anticuerpos (diluidos o no en
o
PBS, 0.5%BSA) se incubaron durante 90 mm a 37 C seguido por lavados con agua
destilada e incubación con un antisuero de cabra frente a immunoglobulinas de ratón
marcado con peroxidasa (Tago, EEUU, 1:2000 en PBS/BSA, 60 mm, 37 0C). La
reacción se fmaliza con la adición de un substrato de la peroxidasa (orto-fenilen
diamina, OPD) y lectura de la absorbancia a 492 nm (Mellado el aL 1997a),
Para la determinación de la subclase de los anticuerpos se empleó el mismo tipo
de EJA, usando antisueros específicos para cada subclase de inmunoglobulina de ratón
marcados con peroxidasa (Southem Biotecnologies).
6. Marcaje de proteínas con biotína.
Las proteínas a biotinilar se dializan frente a tampón de biotinilar ( NaHCO
3
100 mM, NaCí 150 mM, pH 9.0) y se ajusta la concentración a 1 mg/ml. Por cada mg
de proteína, se añaden 100 gí de N-hidroxi-succinimidil biotina (Sigma) disuelta en
dimetilsulfóxido (DMSO) a 1 mg/mi y sc incuba durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitación. Las proteinas marcadas se dializan frente a PBS, para eliminar
la biotina no acoplada. El almacenamiento posterior se realiza a -20
0C en 50% de
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glicerol o a 40C, añadiendo en éste último caso azida sódica al 0.05% como
conservante.
7. Tratamiento de las células con inhibidores de proteínas G (toxina de
pertussis, toxina del cólera).
Cuando fué necesario las células Mono Mac 1 o HEK-293 transfectadas con
receptores de quimioquinas fueron tratadas con inhibidores de la señalización mediada
porproteínas O. Las células crecidas en medio completo se incubaron con toxina de
pertusiss (0.1 31g/mi, Sigma) o del cólera (0.4 gg/ml, Sigma) durante 16 horas a 37 0C.
Las toxinas se mantuvieron en el medio de cultivo mientras duró el experimento
(migración o movilización de calcio). La viabilidad de las células tras el tratamiento se
deternúnó por incorporación de yoduro de propidio en citometria de flujo.
8. Tratamiento de las céhijas con inhibidores de tirosin quinasas (tirfostinas
Al y AG490).
Como en el caso anterior, las células crecidas en medio completo se
preincubaron con tirfostina A0490 o Al (25 gM, Calbiochem) durante 12 horas a 37
0C, manteniendolas mientras duró el experimento. La viabilidad se determinó como en
el caso anterior.
9. Citometría de flujo
5Las células (2.5 x 10 células/pocillo) se centrifugan en placas de 96 pocillos de
fondo en Y y se incuban con los anticuerpos diluidos en PBS que contiene 2% BSA,
2% de suero de ternera fetal y 0.05% de azída sódica (PBS de “staining”) durante 30
mm a 4 0C. Después de lavarlas con PES de staining,, son incubadas con antisueros
anti-imniunoglobulinas de ratón marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o
ficoeritrina (PB) (40 gí/pocillo en PBS de “satining”), a diluciones que previamente se
ha comprobado que presentan una unión óptima. La fluorescencia que pennanece
unida a las células después de lavarlas se determina en un citómetro de flujo (EE>ICS
XL, Coulter, EEUU).
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En los casos en que se necesitó una doble tinción celular, se emplearon los
anticuerpos anti-CCR2 marcados con biotina (40 pl/pocillo en PBS de “staining”),
seguidos por avidina-FITC o -PE (20 311/pocillo en PBS de “staining”), y anticuerpos
comerciales frente a los antígenos celulares de interés marcados directamente con PE o
FITC (20 pl/pocillo en PBS de satining). En estos casos, las células se incubaron
primero con los anticuerpos biotinilados, seguido por la avidina y los anticuemos
comerciales marcados. La fluorescencia unida se determinó, como en el caso anterior,
en un citómetro de flujo. Todos los anticuerpos empleados en estos ensayos fueron
titulados previamente para determinar la dilución idonea a emplear. Como controles
negativos se usaron anticuepos monclonales del mismo isotipo dirigidos frente a
antígenos no relacionados.
10. Inmunoprecipitación, SDS/PAGE y western blot.
Para las inmunoprecipitaciones, las células HEK-293 transfectadas establemente
con el CCR2 o las células Mono Mac 1 convenientemente estimuladas (20
millones/punto), fueron lisadas en un tampón con detergentes (20 mM trietalamina, pH
8,0/ 300 mM NaO! 2mM EDTA/ 20% (vol/vol) glicero]! 1 % digitonina, con
inhibidores de proteasas) durante 30 minutos a 40C con agitación continua, seguido por
centrifugación durante 15 minutos a 15,000 X g. Los extractos así obtenidos fueron
pre-tratados con 20 gg de Agarosa anti IgO de ratón (Sigma) o Sepharosa proteina-A
(Pharmacia) durante 60 minutos a 40C, y centrifugados (15,000 x g, 1 minuto), para
eliminar las posibles uniones inéspecificas a los usados de los reactivos que se van a
emplear en la inmunoprecipitación. El sobrenadante procedente de esta centrifugación,
se incuba con el anticuerpo, monoclonal o policlonal, adecuado (5 gg/punto de los mAb
anti-CCR2, o la cantidad indicada por el fabricante en los anticuerpos comerciales,
durante 120 minutos a 40C). Para imnunoprecipiatar los complejos con los anticuerpos
monoclonales de ratón (anti-CCR2 o comerciales), se uso agarosa anti-IgO de ratón,
mientras que se empleó agarosa anti-Ig de conejo o Proteína-A Sepharosa para los
complejos con anticuerpos policlonales de conejo. Los complejos inmunoprecipitados
se separaron en geles de SDS/PAOE, con un porcentaje de acrilamida/bisacrilamida
entre el 7 y el 12,5 %, en función del peso molecular de la proteína a analizar. Las
diferentes proteínas así separadas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa.
44
Jose Miguel Rodríguez Frade MATERIALES Y METCbOS
Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con 5% de leche desnatada
en TBS o 2% BSA en TBS si se trataba de evaluar proteínas fosforiladas, durante 60
mm. a temperatura ambiente e incubadas luego con los correspondientes anticuerpos
diluidos en TBS/BSA o TBS/leche (2h a temperatura ambiente o durante toda la noche
a 40C). Después de lavar (con TBS, 0.1% Tween-20) se incuba con los anticuerpos
anti-inmunoglobulinas de ratón o conejo correspondientes, marcados con peroxidasa.
Los blots se revelan finalmente porquimioluminiscencia (ECL, Pierce).
En los casos en los que fué necesario, se eliminaron los anticuerpos unidos a la
membrana (Stripping), mediante la incubación de las mismas durante 60 mm. a 60 0C
en tampón Tris-HCI 62.5 mM, PH 7.8, que contiene 2% SDS y 0.5% de 13-
mercaptopetanol. Despúes de lavar extensamente, se bloquea la membrana como se ha
indicado anteriormente quedando la misma preparada para probar nuevos anticuerpos.
La cantidad de proteína cargada en los diferentes casos se controla mediante un
kit de detección de proteínas (Pierce, Rockford, III) y probando la membrana con el
mismo anticuerpo empleado en la inmunoprecipitación, cuando fue posible..
11. Ensayos de movilización de calcio
Los cambios en la mobilización de calcio se determinaron usando la sonda
fluorescente Fluo-3 AM (Calbiochem). Las células (2,5x106 células/mi) se
resuspendieron en RPMI conteniendo 10% FCS y se incubaron con 10 gí de Fluo-3
AM (300 gM en DMSO) durante 20 minutos a 37 0C con agitación continua. Las
células se lavan por centrifugación y se resuspenden en el mismo medio que contiene
2mM CI
2Ca. Las células se mantienen a 4 oc y previamente a la adición del ligando, se
atemperan a 37
0C . La liberación de calcio en respuesta a las quimioquinas o a los
anticuerpos se determina en citómetro de flujo a 525 nm. Para detenninar la actividad
antagonista de los anticuerpos, se preincubaron las células con el anticuerpo (0. 1 a 100
gg/ml en RPMI/FCS) durante 30 mm a 4 0C, o bien se añadieron secuencialmente a las
células cargadas.
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12. Ensayos de migración celular
Para los experimentos de quimiotaxis se emplearon cámaras de transmigración
de 24 pocillos (Costar, EEUU), con distinto tamaño de poro, en función del tipo celular
empleado (3 micras para linfocitos, 5 micras para Mono Mac- 1 y THE>- 1 y 8 micras
para HEK-293), tapizadas con células endoteliales de cerebro de ratón (5x104
células/pocillo), durante 48 horas o con fibronectina (5 gg/ml) durante 2h a 370C. Las
células a migrar, se ponen en la parte superior de la cámara de migración (250,000
células en 100 j.tl de RPMI con FCS) y las quimioquinas o anticuerpos (0.1 a 100 nM,
en 0,6 ml de RPMI con 0.25% BSA) en la parte inferior. Se incuba durante 60 a 240
minutos a 37 0C con 5% C02, se retiran los insertos y se cuentan las células que han
migrado a la parte inferior de la cámara.
Para bloquear la migración inducida por MCP- 1, se añadió anticuerpo
purificado (1-1000 nM) al pocillo superior, junto con las células. La migración en
respuesta a las quimioquinas se siguió como se ha indicado previamente.
El índice de migración fue calculado como una relación entre las células
migradas en respuesta a los diferentes estímulos con respecto a las que migraron frente
a los controles negativos correspondientes.
13. Microscopia de inmunofluorescencia y confocal.
Para los experimentos de inmunofluorescencia, se incubaron los linfoblastos T
(2x106 células/0.5 ml de medio completo) sobre cubreobjetos, previamente tapizados
con diferentes fibronectina y vitronectina (5 gg/ml en PBS de cada una de ellas, 2h a
370C), en placas de 24 pocillos (Costar Corp., Cambridge, MA. USA). Cuando fué
necesario, se añadieron las citoquinas y qulinioquinas (10 ng/mi) y se incubaron con
las células a 370C en presencia de 5% CO
2. Después de la incubación, las células se
fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se tiñeron con anticuerpos específicos y anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratón
marcados con rodamina (Pierce Chem. Co. Rockford, IL, EEUU). En los ensayos de
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doble tinción, las células se incubaron con el anticuerpo HP2/19, seguido de
anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratón marcados con rodamina (Pierce Chem.
Co.). Las muestras se lavaron, se bloquearon con suero de ratón al 10% y fueron
incubadas con el anticuerpo CCR2-03 biotinilado (1:50), seguido por lavados y
marcaje con avidina-F1TC (Vector Labs. Inc. Burlingame, CA, EEUU).
Para los estudios de microscopia confocal, las células adheridas a fibronectina
(20 31g/ml) se estimularon con 10 nM de MCP- 1 y fueron luego marcadas con el
anticuerpo CCR2-03 seguido de anticuerpos de cabra anti-inmunoglobuilinas de ratón
marcadas con Cy2 (Amersham, Pittsburgh, PA). Para los dobles marcajes se usaron
anticuerpos biotinilados, seguidos de avidina Cy3.
14. Infeccion de linfocitos de sangre periferica: determinacion de p24.
Las células mononucleares humanas de sangre periférica se activaron con PIlA,
como ya se ha indicado. Después de lavarlas, se incubaron con stocks virales de la
6 o
cepa NL4-3 (2 ng/míO células, por ensayo, a 37 C durante 2 horas). Las células se
lavan con PBS y se cultivan en RPMI completo que contiene rhIL-2 (lOng/mí) en
presencia o no de anticuerpos monoclonales frente al CCR2 o anticuerpos control del
mismo isotipo (10 31g/ml). Cada dos días después de la infección, se añade medio
fresco que contiene rhIL-2 y anticuerpos a la misma concentración. Los sobrenadentes
se probaron usando un kit de ELISA comercial (Coulter, Hialeah, USA) para detectar la
presencia de antígeno p24 del HIV-l a los días 2 hasta 8 después de la infección.
15. Infección de macrófagos derivados de monocitos: ensayo de transcriptasa
reversa para HIV-1.
Los monocitos fueron aislados de “buffy coats” procedentes de donantes
sanos seronegativos mediante gradientes de Ficoll-Hypaque y Percolí (Pharmacia,
Uppsala, Suecia). La pureza ( =90%),fué determinada por citometría de flujo
analizando la expresión de CD 14, con anticuemos específicos (Caltag, Burlingame, CA)
seguido por anticuerpos anti-inmunglobulinas de ratón marcados con FITC (Jackson
ImmunoResearch Labs, West Grove, EEUU). Los monocitos se plaquearon a 2 x ío~
cells/ml/pocillo en placas de 24 pocillos (Falcon, Becton-Dickinson, Lincoln Park, NJ)
en DMEM (BioWhittaker, Verviers, Belgium) suplementado con 10% FCS y 5% de
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suero humano. A los cinco días, los macrófagos derivados de monocitos (MDM)
fueron preincubados durante 2 h con CCR2-0 1 o IgO murina como control control, a
distintas concentraciones e infectados con la cepa RS de HIV-l, BaL, a una
multiplicidad de infección (m.o.i.) de 0.1. Desdpués de incubar durante 16 horas, se
reemplazó el medio por medio fresco conteniendo los anticuerpo. A los 5-9 días de la
infección, la mitad del medio se reemplazó por medio fresco con anticuerpos. Esta
operación se repitió dos veces por semana sin añadir más anticuerpo. La replicación de
2+
HTV, fué seguida por la actividad RT dependiente de Mg liberada a los
sobrenadantes y que fue medida siguiendo protocolos previamente descritos. (Vicenzi
a al. 1997).
16. Síntesis de DNA complementario con transcriptasa inversa y reacción en
cadena de la polimerasa (Reverse Transcriptase-PCR, RT-PCR).
El RNA Poly(A)4 procedente de las células Jurkatt o de PBMC humanas se
preparó usando el Kit de purificación Quick-Prep mRNA (E>harmacia Biotech, Suecia),
se trató con DNAsa libre de RNAsa (Boehringer-Mannheim, Alemania) se sintetizó la
primera cadena de DNA complementario con oligo-dT usando el First-strand cDNA
Synthesis Kit (Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. La E>CR
se realizó usando la polimerasa Taq en un termociclador (9600; Perkin-Elmer Corp).
Los siguientes pares de cebadores 5’ y 3’ (5//3) fueron empleados para
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17. Southern Bblot.
Las muestras (fragmentos de DNA de los productos de PCR) se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 2% y fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa, según protocólos previamente descritos (Maniatis et al. 1982). Se
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preparó una sonda marcada con [cx- Pj]-ATP mediante cebado al azar a partir de un
fragmento de restricción Hindilí de 1,1 Kbp corrspondiente al cDNA del CCR2B
donado en pUC18. La hibridación se hizo usando ExpressHyb (Clontech, Palo Alto)
a 600C durante 1 hora. La membrana se lavó varias veces con SSC 2x y SDS al 0.05%
a temperatura ambiente durante 30 minutos y dos veces más con SSC 0. lx y SDS al
0.1% a 50 0C durante 40 minutos. Las presencia de bandas específicas se detectó
mediante autoradiografia.
18. Transfecciones.
Las células HEK-293 o HEK-293 EBNA se crecieron en DMEM conteniendo
10% FCS. Para las transfecciones, se usó Lipofectamina, siguiendo las instrucciones
6
de uso del fabricante (Pierce Chem. Co. EEUU). Las células (1,5x10 por placa de 60
mm) se plaquearon el día anterior a la transfección y se transfectaron con 5 gg de DNA
plasmídico de las distintas construcciones y 25 gí de lipofectamina por placa. En las
transfecciones transitorias, se analizó la expresión de las diferentes proteínas a las 24 y
a las 48h por citometria de flujo o western blot y los experimentos fueron realizados en
el momento de máxima expresión. Las células transfectadas de forma estable se
seleccionaron con 1 mg/ml de 0-4 18 y la expresión de las diferentes construcciones de
receptores de quimioquinas se determinó por citometría de flujo con anticuerpos anti-
CCR2 apropiados. También se detenninó la funcionalidad de dichos receptores
mediante experimentos de movilización de calcio.
19. Mutagenesis dirigida.
Se sustituyó la tirosina del residuo 139 del CCR2 por fenilalanina mediante
extensión de fragmentos solapantes. Por amplificación del gen donado en pUCl8
mediante PCR, se generaron dos fragmentos de DNA con extremos solapantes. Uno de
los fragmentos comprende las posiciones 1-429 y el otro 405-1080 y ambos incluyen
49
MATERIALES Y METOI~QS 5e~alizccién por receptores de quimioquincts
el codon Tyr (TAC) de la posición 417 sustituido por Phe (TTC). Estos fragmentos
fueron purificados de gel de agarosa, tratados con Klenow para eliminar las bases 3’
protuberantes y mezclados en una segunda reacción de PCR en la que se incluyeron
oligonucleotidos que contienen las dianas de restricción para BamlHl y XhoI. Después
de 25 ciclos de amplificación, el fragmento generado (lOSObp) que ya contiene la
mutación Tyr 139 fue purificado de gel de agarosa y digerido con BamHI y XhoIpara
serdonado en pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, CA). La presencia de la mutación Tyr
139 fue confirmadapor secuenciación de DNA.
La línea celular HEK293 de riñón embrionario humano se transfectó, por el
método de precipitación con fosfato cálcico, con cDNA de CCR2B y CCR2BY 1 39F
donados en pcDNA3. Se seleccionaron transfectantes estables resistentes a 0-418
(Oibco, Orand Island, NY) y se testó la expresión de CCR2 en la superficie celular por
citometría de flujo usando anticuerpos anti-CCR2.
20. Análisis del ciclo celular.
Las células fueron permeabilizadas con 100 ml de DNA-Prep LPR (Coulter),
tratadas con 1 ml de ioduro de propidio (DNA-Prep Stain, Coulter) e incubadas durante
30 minutos a 370<?. El ciclo fue analizado en un citometro de flujo.
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1.- Obtención y Caracterización de Anticuerpos Monoclonales frente al CCR2.
Una de las razones que explican la falta de atención que se ha prestado a la
señalización mediada por las quimioquinas es probablemente la falta de reactivos que
permitan identificar de forma específica los diferentes receptores y sus ligandos, así
como los eventos que siguen a la interacción entre ellos. Esta falta de reactivos
específicos, que es fundamental en el estudio de la señalización a través de cualquier
receptor, toma aún mayor relevancia en el caso de las quimioquinas debido a la
homología que presentan los diferentes receptores y al hecho de que una misma
quimioquina puede interaccionar con diferentes receptores y que un receptor puede ser
activado por más de una quimioquina. Los anticuerpos monoclonales representan las
herramientas idóneas para este tipo de estudios, tanto por su especificidad como por la
posibilidad de ser seleccionados con capacidad de reconocer una proteína bajo las
diferentes condiciones experimenta]es requeridas en una investigación de este tipo. Es
por ello que la obtención y caracterización de anticuerpos monoclonales supone un
paso vital del presente trabajo, ya que si bien requiere de un gran esfuerzo su
aprovechamiento posteriorresulta altamente gratificante.
La elección de obtener anticuerpos fi-ente a los receptores y no contra las
quimioquinas responde al interés en asignar señales de activación a un determinado
receptor y no a un ligando. Dada la promiscuidad existente entre quimioquinas y sus
receptores, a un determinado ligando se le pueden asignar hipotéticamente diferentes
señales dependiendo del receptor activado en cada caso. En este trabajo, se ha elegido
como modelo uno de los primeros receptores de quimioquinas caracterizados, el CCR2,
receptor que señaliza en respuesta a diferentes quimioquinas, de las cuales la principal
es el MCP-l. Esta quimioquina presenta una cierta especificidad por este receptor,
aunque existen datos en la literatura que indican que el MCP- 1 puede interaccionar
además con el CCR4 y con el CCRIO (Rollins, 1997). Así mismo, los diferentes
estudios realizados se llevaron a cabo en la línea monocitica humana Mono Mac 1, línea
a partir de la cual se clonó por primera vez el CCR2 (Charo a al. 1994). El empleo de
una línea celular que expresa el receptor y que responde a la estimulación con MCP- 1
supone una gran ventaja ya que evita el uso de células purificadas a partir de donantes,
en las cuales existe una gran variabilidad en la expresión de receptores de quimioquinas
dependiendo tanto del donante como de la activación de las células, añadiendo un grado
más de dificultad en la reproducibilidad de los experimentos.
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1.1. Obtención de anticuerpos monoclonales frente al CCR2.
Los anticuerpos monoclonales frente al CCR2 fueron obtenidos a partir de
ratones inmunizados con péptidos sintéticos, acoplados a KLH, que corresponden a
diferentes secuencias de dicho receptor. Tres de las secuencias escogidas
correspondían al dominio amino terminal extracelular (amino ácidos 1-4, 6-20 y 24-38)
y una al tercer bucle extracelular (amino ácidos 273-292). Estas regiones fueron
seleccionadas por su posible implicación en la unión del ligando. De hecho existían
datos en la literatura en los que se implicaba al extremo amino y al tercer bucle
extracelular del receptor la IL-8 en la unión del ligando (Chuntharapai et al. 1994
Ahuja a al. 1996); actualmente diversos autores han demostrado la importancia de
estas regiones en el reconocimiento por el ligando de receptores de quimioquinas tanto
de la familia CC como CXC así como en laactivación del mismo (Gayle III et al. 1993
Samson a al. 1997; Monteclaro y Charo, 1996). Estas regiones han sido también
implicadas en el reconocimiento del receptor por parte del virus del SIDA (Atehison a
al. 1996, Wn et al. 1997b). A pesar de la homología existente entre los diferentes
receptores de quimioquinas conocidos, el extremo amino terminal varía mucho de un
receptor a otro, haciendo de esta región un candidato idóneo para la obtención de
anticuemos específicos. Remarcamos aquí este hecho porque otro de los criterios
tenidos en consideración para la elección de las secuencias a emplear como dianas de
los anticuerpos monoclonales, fué precisamente la de obtener anticuerpos específicos
frente al CCR2, por las razones antes aludidas.
La inmunización de los ratones se hizo empleando los péptidos sintéticos
acoplados a KLH, estrategia empleada para aumentar la inmunogenicidad de los
mismos. Después de las diferentes dosis de inmunización, como se detalla en
materiales y métodos, se obtuvieron sueros de los diferentes ratones. El suero de los
ratones inmunizados se analizó por EJA frente al péptido inmunizante, para determinar
la efectividad del péptido para generar una respuesta inmune, así como por citometría
de flujo y western blot empleando células Mono Mac 1, que expresan CCR2, como
ensayos que nos permitieran determinar que los anticuerpos presentes en el suero
podrían reconocer al péptido inmunizante en el contexto de la proteína nativa.
Todos los sueros procedentes de ratones inmunizados con los diferentes
péptidos reconocieron al péptido en ELISA, es decir, todos los péptidos seleccionados
eran capaces de generar una respuesta en el ratón. Sin embargo no todos los
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inmunógenos empleados fueron igual de eficientes a la hora de inducir anticuerpos 
capaces de reconocer al péptido en el contexto de la proteína nativa. Solamente los 
anticuerpos presentes en los sueros de aquellos ratones inmunizados con los péptidos 
CCR2(273-292) (6-20) y (24-38) fueron capaces de reconocer al receptor presente en 
las células Mono Mac 1 en citometría de flujo o en westem blot. Aquellos ratones, 
cuyo suero presentaba un mayor título frente al receptor, fueron seleccionados para 
experimentos de fusión celular, con el objeto de inmortalizar aquellas células 
productoras de los anticuerpos de interés. 
Los sobrenadantes correspondientes a los hibridos procedentes de estas 
fusiones celulares, fueron analizados por ELISA frente al péptido inmunizante sin 
acoplar, para detectar la presencia de anticuerpos específicos. Esta primera etapa de 
selección nos permite analizar un alto número de hibridos y descartar de forma rápida a 
aquellas células que o bien no producen anticuerpos o producen anticuerpos frente a la 
proteína empleada como “carrier”, KLH. Como segunda etapa de selección los 
sobrenadantes de los híbridos seleccionados por ELISA, se sometieron a ensayos para 
determinar si eran capaces de reconocer la secuencia en el contexto del receptor intacto, 
es decir, tal y como se expresa en las células Mono Mac 1. 
Figura 6. v Reconocimiento del CCR2 humano en ce ulas Mono Mac 1, analizada por citometría ck 
flujo. Las células fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales CCR2101 a CCR2-06 
biotinilados, y su unión desarrollada con estreptavidina-FITC. La figura muestra la unión de los 
anticuerpos comparada con la de los anticuerpos usados como control negativo. 
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Como ya hemos comentado estos ensayos se realizaron por citometría de flujo 
utilizando las células intactas, lo que nos permite detectar al receptor nativo, y por 
western blot utilizando lisados celulares, lo que nos permite detectar anticuerpos que 
reconocen al receptor nativo, si bien desnaturalizado y redusido por la presencia de 
SDS y DTT en los ensayos. Un total de 4 híbridos que producían anticuerpos frente al 
tercer bucle extracelular (aa 273-292) y 2 frente al extremo amino (aa 24-38) fueron 
finalmente elegidos para su estabilización y caracterización ya que eran capaces de 
reconocer al CCR2 en alguno de estos dos ensayos. Estos híbridos fueron clonados 
por dilución límite hasta garantizar su monoclonalidad y estabilidad. 
Los ensayos para determinar la subclase de inmunoglobulina a la que 
pertenecen estos anticuerpos se realizó mediante EIA empleando antisueros específicos 
de cada subclase. Todos los anticuerpos seleccionados son IgG, uno de ellos IgGl 
(CCR2-03), cuatro IgG2a (CCRZ01, -02, -04 y -06) y uno IgG2b (CCR2-05). 
1.2. Caracterización de los anticuerpos obtenidos frente al CCR2. 
1.2.a. ESPECIFICIDAD. 
Aunque los seis mAb reconocen el CCR2 presente en las células Mono Mac en 
citometría de flujo (Figura 6), debiamos demostrar su especificidad, para lo cual se 
debía descartar que los anticuerpos reconocieran otros receptores de quimioquinas con 
secuencias homólogas. 
Intensidad de f luorescencm 
(unIdades arbltrarm) 
Figura 7. El anticuerpo CCR2-05, como ejemplo de los anticuerpos obtenidos, reconoce 
específicamente a las células HEK-293 que expresan el CCR2 ( - ), pero no aquellas que expresan el 
CCRS ( -) o las que fueron transfectadas con el vector vacio (-). Las células fueron incubadas con 
el CCR2-05 marcado con biotina, y su unión desarrollada con estreptavidina-FITC . 
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Dentro de los receptores conocidos, el que presenta una mayor homología con 
el CCR2 es el CCRS, sobre todo en la región 273-292, correspondiente al tercer bucle 
extracelular, regíon practicamente idéntica entre ambos receptores. Ninguno de los 
otros receptores de quimioquinas presentan homología de secuencia en las regiones del 
CCR2 reconocidas por nuestros anticuerpos (aa 24-38 y 273-292), e incluso el CCRS 
difiere sustancialmente del CCR2 en la secuencia del extremo amino terminal. Los 
análisis de especificidad se llevaron a cabo mediante citometría de flujo empleando 
células HEK-293 transfectadas con los receptores de quimioquinas CCR2 o CCRS 
(Figura 7) y lineas celulares, como las Jurkat, que expresan los receptores CCR4, 
CCR5 y CXCR4 (Figura SA). 
A 
CCRI CCRP CCR3 CCR4 CCRS CXCR4 
-+ c -+c -+c - + c 
Intensidad de Fluorescencia 
Figura 8. Especificidad de los anticuerpos frente al CCR2. (A) Amplificación de los fragmentos 
génicos correspondientes a los receptores de quimioquinas CCRl (564 bp), CCR2 (417 bp), CCR3 
(205 bp), CCR4 (243 bp), CCRS (280 bp) y CXCR4 (338 bp) con cebadores específicos. La RT-PCR 
se realizó con cDNA obtenido de células JK transfectadas con pcDNA3 (-) o pcDNA3-CCR2 (+). 
Como control se empleó cDNA obtenido de células mononucleares de sangre periférica (c). (B) Células 
JK transfectadas con pcDNA3-CCR2 (JK+) o con pcDNA3 (JK-) se incubaron con los anticuerpos 
CCR2-02 y CCR2-05 marcados con biotina, seguidos por streptavidina-PE. La figura muestra la 
unión a las células JK+ comparada con la obtenida sobre células JK-. 
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El análisis final reveló que ninguno de los anticuerpos monoclonales obtenidos
frente al CCR2 reconoce al CCR5 en células transfectadas con este receptor (Figura 7)
como tampoco presentan unión a las células JK, salvo cuando dichas células son
transfectadas de forma transitoria con el CCR2 (Figura 8B), indicando por tanto la
especificidad de todos ellos por el CCR2.
1 .2.b. RECONOCIMIENTO DEL CCR2 EN WESTERN BLOT Y CAPAPACIDAD
DE LOS ANTICUERPOS PARA INMUNOPRECIPITAR AL CCR2.
Una vez demostrada la especificidad de los anticuerpos y su capacidad para
reconocer al CCR2 en células intactas, debíamos continuar la caracterización analizando
el comportamiento de los anticuerpos obtenidos en otras técnicas, que nos sedan
imprescindibles más adelante. Este es el caso de los ensayos de western blot. A partir
de lisados células Mono Mac 1 sometidos a electroforesis y transferidos a membranas
de nitrocelulosa, se probaron los seis anticuerpos obtenidos. Sólo uno de ellos, el
CCR2-05, dirigido frente al tercer bucle extracelular, reconoce una banda específica de
38 kDa, tanto en estos lisados de Mono Mac 1 como en lisados de células HEK-293






Figura 9. Reconocimiento del CCR2 en ensayos de western blot e inmunoprecipitación. En ensayos
de western blot, el CCR2-05 reconoce al receptor en lisados de células Mono Mac 1 (carril 1). Esta
unión es desplazada por la incubación con el péptido inmunizante CCR2(273-292) (carril 2), pero no
por un péptido irrelevante, CCR2 (24-38), (carril 3). El CCR2 es inmunoprecipitado por el anticuerpo
CCR-03 (carril 2) en lisados de células Mono Mac 1, pero no por los anticuerpos CCR2-02 (carril 1)0
CCR2-05 (canil 3). La banda correspondiente al CCR2 está señalada por una flecha. Las bandas
superior (50 kDa) e inferior (28 kfla) se corresponden con las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
usado en la inmunoprecipitación.
Esta banda no aparece en lisados de células HEK-293 transfectadas con el
vector vacio o con el CCR5. Así mismo la unión del CCR2-05 a ésta banda es
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desplazable cuando este anticuerpo es preincubado con el péptido inmunizante (CCR2
273-292), pero no con péptidos correspondientes a otras regiones del mismo receptor
(Figura 9, panel izquierdo). Todos estos datos en conjunto demuestran que este
anticuerpo es capaz de reconocer específicamente al CCR2 en western blot, es decir en
condiciones en las que el receptor está desnaturalizado. El resto de los anticuerpos que
también reconocían al anticuerpo intacto sobre la superficie celular, eran incapaces de
reconocerlo cuando éste era sometido a condiciones desnaturalizantes.
La posibilidad de disponer de anticuerpos que reconozcan de forma específica
al receptor en western blot supone una gran ventaja a la hora de abordar estudios de
señalización. Otra de las características que hacen a un anticuerpo ser una herramienta
cotizada en estos estudios es su capacidad de inmunoprecipitar el receptor. Por lo
tanto, el siguiente paso en lacaracterización de los anticuerpos monoclonales obtenidos
fué ver si alguno de ellos era capaz de inmunoprecipitar el CCR2. Para ello, lisados de
células Mono Mac 1 fueron sometidos a inmunoprecipitación con cada uno de los mAb
seleccionados. Tras electroforésis y transferencia a membranas de nitrocelulosa, los
westem b]ot se revelaron usando el anticuerpo CCR2-05. Sólo uno de los seis mAb, el
CCR2-03, fué capaz de inmunoprecipitar la misma proteína de 33 kDa que reconoce e]
CCR2-05. La unión del CCR2-03 a esta proteína también era desplazada por el péptido
CCR2(273-292) y no por otros péptidos, indicando la especificidad de dicha unión.
No se observó ninguna proteína inmunoprecipitada al emplear los otros anticuerpos
anti-CCR2 (Figura 9, panel derecho)
1 .2.c. INMUNOFLUORESCENCIA.
Una vez establecida la capacidad de los anticuerpos monoclonales obtenidos de
reconocer al receptor CCR2 de forma específica en aquellas técnicas experimentales de
mayor utilidad para los estudios de señalización, como son el western blot y la
immunoprecipitación, se evaluó su comportamiento en otro tipo de ensayos. Así se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia sobre células Mono Mac 1 y HEK-293
transfectadas con el CCR2. Los anticuerpos CCR2-03 y CCR2-05 eran capaces de
reconocer al CCR2 en las condiciones de fijación y permeabilización empleadas
(Figura 10). Su empleo en este tipo de técnicas y el análisis de las imagenes obtenidas
en microscopia confocal mediante reconstrucción tridimensional revelaron un patrón
típico en forma de parches distribuidos de forma no homogénea, patrón que se
corresponde con los de un receptor de membrana.
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Figura 10. El anticuerpo CCR2-0.5 reconoce al CCR2 en ensayos de inmunofluorescencia. Células 
Mono Mac 1 fueron incubadas con el anticuerpo CCR2-05 (A y B) o con un anticuerpo control 
(m&G, panel C), y un anticuerpo anti-inmuno@obulinas de ratón marcado con Cy2. La fluorescencia 
se analizó en un microscopio confocal. La figura muestra la reconstrucción tridimensional de la unión 
del anticuerpo CCR2-05 (panel A) y una sección representativa usando el mismo anticuerpo (panel B). 
No se observó ninguna tinción en células que no expresan el CCR2 de forma 
natural o bien en células HEK-293 transfectadas con otros receptores de quimioquinas, 
como es elo caso de las HEK-293 transfectadas con el CCRS, lo que indica otra vez la 
alta especificidad de estos anticuerpos. 
2. Efecto de los anticuerpos monoclonales obtenidos frente al CCR2 sobre la 
actividad del MCP-1: anticuerpos antagonistas y agonistas. 
2.1 D ANTAGONISMO. 
La caracterización de los anticuerpos monoclonales incluyó también un análisis 
funcional. La cuestión era ver si los anticuerpos anti-CCR2 poseían algún efecto 
biológico per se o si al menos eran capaces de modificar aquellos promovidos por el 
ligando natural. Dentro de los diversos efectos biológicos de las quimioquinas, 
elegimos para este estudio el análisis de la movilización de calcio y la quimiotaxis, 
efectos ampliamente estudiados en la literatura y en cierto modo, clásicamente 
relacionados con estas moléculas. Dada la redundancia que existe entre las 
quimioquinas y los diferentes receptores es difícil asignar la actividad de una 
determinada quimioquina a la interacción con uno u otro receptor, por lo que encontrar 
anticuerpos que son específicos contra un receptor concreto y tienen alguna actividad, 
agonista o antagonista, permite asignar el efecto a un receptor concreto. Así mismo y 
dado que los anticuerpos han sido generados frente a regiones pre-seleccionadas del 
receptor, la capacidad de los mismos de bloquear la actividad del MCP- 1 o mimetizarla, 
sería de gran utilidad en la identificación de aquellas regiones del CCR2 que 
interaccionan con el ligando y de regiones de importancia para la activación del 
receptor. 
Las células Mono Mac 1 responden con una rápida movilización del calcio 
intracelular al estímulo con MCP-1) respuesta característica de los receptores de 
quimioquinas (Figura ll). Para ver si los anticuerpos eran capaces de bloquear esa 
movilización, las células fueron preincubadas durante 30 minutos con distintas 
concentraciones de los anticuerpos monoclonales antes de ser estimuladas con MCP- 1~ 
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Figura ll. Anticuerpos específicos del CCR2 bloquean la movilización de calcio en las células 
Mono Mac 1, inducida por MCP-I (A) La movilización de calcio inducida por 5 nM de MCP-1 en 
células Mono Mac 1 pretratadas con los diferentes anticuerpos anti-CCR2 o con el hGH- 14 (mIgG2b) 
usado como control. La movilización se determinó usando la sonda fluorescente Fluo-3-AM en 
citometría de flujo a una longitud de onda de excitación de 525 nm. Los datos ce muestran como 
porcentaje de la máxima respuesta obtenida con MCP- 1 en ausencia de anticuerpos. La figura muestra 
la media de 4 determinaciones con la desviación estandar indicada. (B) Ejemplo de un ensayo 8 
movilización de calcio en respuesta a MCP- 1 en células Mono Mac 1 pretratadas con los anticuerpos 
hGH 14 (mlgG2b) y CCR2-05 y analizadas como en (A). 
Los anticuerpos CCR2-02. -04 y -OS bloquearon por completo el flujo de calcio 
inducido por el MCP- 1 7 mientras que el CCR2-0 1) -03 y -06 al igual que anticuerpos 
monoclonales, frente a antígenos no relacionados usados como control de isotipo, no 
tuvieron ningún efecto, al menos a las concentraciones empleadas (hasta 1000 nM) para 
los ensayos (Figura 11). 
Como ya hemos indicado la movilización de calcio en respuesta a quimroqumas 
es un fenómeno que sucede de forma inmediata a la estimulación con el ligando. El 
siguiente paso en la caracterización funcional fué evaluar si los anticuerpos también 
eran capaces de afectar aquellos fenómenos que se producen más a largo plazo, como 
es la migración inducida por quimioquinas. 
Para estos ensayos se emplearon cámaras de migración que constan de una 
pocillo superior, donde se colocan las células diana, separada de otro inferior por una 
membrana con poros que permiten el paso de células entre ambos. En el pocillo 
inferior se colocan quimioquinas que difunden formando un gradiente quimiotáctico 
que puede atraer a las células diana y hacerlas migrar hacia el pocillo inferior. En estos 
ensayos usamos células Mono Mac 1 incubadas con los anticuerpos frente al CCR2 de 
la misma manera que en el ensayo de movilización de calcio y evaluamos su efecto 
sobre la migración inducida por MCP- 1~ 
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Figura 12. El anticuerpo CCR2-05 bloquea la migración inducida por el MCP-1 en células Mono 
Mac 1. La migración se determinó en cámaras de migración tapizadas con células endoteliales. (A) Las 
células Mono Mac 1 se incubaron con 100 nM de los anticuerpos indicados en el pocillo superior y 5 
nM de MCP-1 en el inferior. Las células que migaron al pocillo inferior fueron contadas y 
expresadas como un índice de migración, calculado como el aumento de células migadas comparado 
con el control negativo (medio de cultivo, RPMI). La figura muestra la media de determinaciones por 
triplicado con la desviación estandar indicada. (B) Efecto que tienen sobre la migración diferentes 
concentraciones del CCR2-05, comparada con el efecto del anticuerpo control hGH- 14 (mIgG2b). 
De nuevo observamos que esta migración era bloqueada cuando las células eran 
preincubadas con los anticuerpos CCR2-02, -04 y -05 mientras el resto de los 
anticuerpos así como los controles de isotipo usados no modificaron en modo alguno el 
índice de migración (Figura 12). Los resultados obtenidos indican que los anticuerpos 
CCR2-02, 04 y 05 son capaces de bloquear la respuesta inducida por MCP-1 en 
células Mono Mac 1 9 tanto a tiempos cortos, como indica la respuesta de calcio, como a 
tiempos largos, tal y como reflejan los ensayos de quimiotaxis. 
Para determinar la especificidad y demostrar que los efectos bloqueados son 
consecuencia de la unión del MCP-1 al CCR2 y no a otro receptor, estudiamos el 
efecto de la preincubación con los anticuerpos sobre la movilización de calcio y la 
migración inducidas por MCP-3, ligando que también se une al CCR2. De nuevo los 
efectos fueron completamente anulados (Figura 13). Es decir, que algunos de los 
anticuerpos generados eran capaces de bloquear específicamente la respuesta que 
diferentes ligandos inducen a través del CCR2. 
Figura 13. El anticuerpo CCR2-05 bloquea la movilización de calcio inducida por quimioquinas que 
interaccionan con el CCR2. La movilización de calcio inducida por 5 nM de MCP-1 y MCP-3 en 
células Mono Mac 1 incubadas con el CCR2-05 o el hGH5 (mlgG2b), como control de isotipo, se 
determinó como seaha indicado previamente. La figura muestra la media de determinaciones por 
triplicado de un experimento representativo con las desviaciones estandar indicadas. 
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Sin embargo ninguno de estos dos efectos promovidos en células Jurkat por otras 
quimioquinas a través de otros receptores diferentes del CCR2 como, RANTES, MIP- 
la, MIP-1 p, que usan principalmente CCRS, o SDF- la, que utiliza CXCR4 (Tabla 1), 
se ven afectados al preincubar las células con cualquiera de los anticuerpos anti-CCR2 
(Figura 14). 
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Figura 14. El anticuerpo CCR2-05 no bloquea la quimiotaxis mediada por 
receptores distintos del CCR2. La quimiotaxis se analizó como ya se ha descrito previamente. 
La figura muestra la migración de células Jurkat preincubadas con el mAb CCR2-05 (1 FM) o con una 
anticuerpo control del mismo isotipo (hGH5, IgG2b), en respuesta al estímulo con 5 nM de las 
diferentes quimioquinas. Los datos representan la media de determinaciones por triplicado de un 
experimento representativo con la desviación estandar indicada. 
2.2. AGONISMO. 
Concluir de los ensayos realizados hasta este momento que nos encontramos 
ante anticuerpos antagonistas puede resultar prematuro. Por el tipo de evaluación 
realizada, podemos estar ante anticuerpos antagonistas del CCR2 o bien ante 
anticuerpos que mimetizan la acción del ligando. Así un anticuerpo agonista inhibiría la 
movilización de calcio en respuesta a MCP-1 mediante desensibilización del receptor, 
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tal y como hace el propio MCP- 1~ Así mismo, el MCP- 1 preincubado con las células en 
el pocillo superior de la cámara de migración rompería el gradiente quimiotáctico, 
resultando en una inhibición de la migración Este mismo efecto sería observado al 
emplear un anticuerpo agonista. En un intento de discernir entre ambas posibilidades: 
analizamos la capacidad de éstos anticuerpos para inducir respuestas mediante su 
interacción con el CCR2. 
Los mAb CCR2-04 y -05, dirigidos frente al tercer bucle extracelular, no son 
capaces de inducir ningún efecto en las células Mono Mac 1 en los ensayos de 
movilización de calcio, indicando que su efecto antagonista se debe al bloqueo de la 














Figura 15. El anticuerpo CCR2-02 induce movilización de calcio en las células 
Mono Mac 1. La capacidad del CCR2-02 de inducir movilización de calcio se analizó en células 
Mono Mac 1 cargadas con Fluo-3, como se ha descrito anteriormente. En este caso, las células fueron 
estimuladas con 2nM del CCR2-02 o de un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo (hGH30, IgG2a). 
previa a la estimulación con 5 nM de MCP-1. La movilización de calcio se representa como 
porcentaje de la máxima respuesta obtenida estimulando las células con dicha concentración de MCP- 1. 
La figura muestra un experimento representativo de los muchos llevados a cabo. 
Sin embargo, la estimulación con concentraciones nM (0.5 a 20 nM) del 
CCR2-02, induce un aumento transitorio en la concentración de calcio y desensibiliza al 
receptor para estimulos posteriores tanto de MCP-1 como de sí mismo, lo que explica 
la inhibición observada en el experimerimento antes referido. Este anticuerpo actua por 
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lo tanto como un agonista y de hecho la movilización de calcio inducida por este 
anticuerpo desaparece cuando las células son previamente estimuladas con MCP-1 y 
por tanto cuando el CCR2 queda desensibilizado a posteriores estímulos (Figura 15). 
Similares resultados se obtuvieron en ensayos de transmigración, en los cuales 
los anticuerpos CCR2-04 y -05 no inducen ningún efecto sobre las células Mono Mac- 
1, mientras que el CCR2-02, produce una migración similar a la que induce el MCP-1 
(Figura 16). Al igual que ocurre con el MCP-1 y las demás quimioquinas, la 
migración sigue un curva dosis:respuesta con forma de campana; la migración de 
células aumenta en función de una creciente concentración de quimioquinas para 
alcanzar un máximo y luego disminuir hasta niveles basales. Este tipo de curvas han 
sido explicadas por fenómenos de desensibilización e intemalización de estos 
receptores, aunque también cabe la posibilidad de que altas concentraciones de ligando 
destruya rápidamente el gradiente quimiotáctico impidiendo entonces la migración. 
Pues bien al anticuerpo CCR2-02 también induce migración siguiendo curvas de 
respuesta con forma de campana, lo que indica que este anticuerpo mimetiza por 
completo la actividad del MCP- 1. 
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Figura 16. El anticuerpo CCR2-02 induce la migración de las células Mono Mac-l. La migración 
de las células en respuesta a los diferentes estímulos se analizó como se ha descrito anteriormente. En 
este caso tanto el MCP-1 como los anticuerpos CCR2-02 y hGH-30 (mIgG2a), usado como control, 
fueron incubados en el pocillo inferior de la cámara de migración Las células migradas se representan 
como índice de migración calculado como ya se ha indicado previamente. 
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El hecho de que otros anticuerpos dirigidos contra el extremo amino del 
receptor (CCR2-01) o el tercer loop extracelular (CCR2-03 y 06) no tengan efectos 
sobre la actividad del MCP- 1, sugiere la complejidad de la interacción entre estas dos 
regiones del receptor así como la necesidad de residuos altamente específicos en ambas 
zonas para la correcta inducción de la actividad biológica. Un resumen de las 
principales características de los anticuerpos se muestra en la tabla III. 
Tabla III. Resumen de las principales características de los anticuerpos antiu- 
CCR2 seleccionados 
Movilización 
Quimiotaxisd de Calcioe 
a Secuencia de aminoácidos del CCR2 reconocida por el anticuerpo. 
b Reconocimiento del CCR2 en ensayos de western blot de lisados de células Mono Mac 1. 
’ Reconocimiento del CCR2 en citometría de flujo de células Mono Mac 1. 
d Efecto del mAb sobre la migración de células Mono Mac 1. 
e Efecto del mAb sobre la movilización en células Mono Mac 1. 
Las características funcionales de estos anticuerpos se ven reflejadas en ensayos 
de citometría de flujo empleando células Mono Mac 1 S La unión al CCR2 de aquellos 
anticuerpos dirigidos contra el tercer bucle extracelular y que no presentan actividad 
biológica (CCR2-03 y 06), no se ve afectada por la presencia del ligando. Sin embargo 
la presencia de MCP-1 disminuye de forma notable la unión de los anticuerpos 
antagonistas (CCR2-04 y OS), hecho consecuente con la competición de ligando y 
anticuerpos por la unión al receptor. Estos experimentos fueron realizados en 
condiciones de temperatura (4’C), que impiden la intemalización del receptor inducida 
por el ligando (Figura 17). Curiosamente, en presencia de MCP-1, el anticuerpo 
CCR2-01, dirigido contra el extremo amino terminal del receptor, aumenta su unión al 
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receptor, hecho que sugiere que este anticuerpo reconoce con mayor afinidad al 
receptor estimulado, es decir la conformación activa del receptor. 
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Figura 17. Efecto del MCP-1 sobre la unión de los anticuerpos al CCR2. Las células Mono Mac 1 
fueron incubadas a 37’C con 10 nM de MCP-1 durante 60 seg. A continuación, y sin lavar las células, 
se añadieron los anticuerpos indicados marcados con biotina y se incubaron 30’ a 4°C. seguidos por 
estreptavidina-FITC. La figura muestra la unión de los anticuerpos en presencia o ausencia de MCP- 1 
comparada con la unión de un anticuerpo control. 
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3. Expresión del CCR2 en linfocitos derivados de sangre periférica y amigdala.
Como ya hemos referido anteriormente, una de las características de las
quimioquinas es su capacidad de inducir específicamente la migración de diferentes
poblaciones leucocitarias, hecho que supuso el principal foco de interés de esta familia
de citoquinas quimioatrayentes. Sin embargo, poco se conoce sobre los receptores de
quimioquinas que se expresan en estas poblaciones leucocitarias, hecho que dada la
redundancia existente entre las quimioquinas y sus receptores cobra un gran interés.
La especificidad de los anticuerpos obtenidos nos permitió estudiar la presencia del
CCR2 en las diferentes poblaciones linfocitarias y definir en diferentes condiciones de
activación que células expresan este receptor.
Los ensayos se llevaron a cabo por citometría de flujo con leucocitos obtenidos
a partir de sangre periférica de donantes sanos activados o no con fitohemaglutinina
(PI-lA, 0.5%), ionóforo (ionomicina, 1 ~.iM)o con la cepa Cowan 1 de Staphylococcus
aureus (SAC, 1/1000), agentes capaces de inducir la activación de poblaciones
leucocitarias. Usando técnicas de doble tinción, con los anticuerpos anti-CCR2
marcados con biotina y anticuerpos frente a marcadores específicos de las distintas
poblaciones leucocitarias (monocitos/macrófagos, células B y linfocitos T), se detectó la
presencia del CCR2 en ensayos de citometría de flujo.
Linfocitos de sangre periférica. En células sin activar, los anticuerpos anti-CCR2
reconocen al 100% de las células positivas para CD1 lb, CDI3 y CDI4, en la población
correspondiente a monocitos/macrófagos, en base a los análisis de tamaño y
complejidad. También se unen a un 80% de las células CD19~ y CD20~ lo que indica
expresión del CCR2 en monocitos y células E, sin embargo cuando el análisis se
realiza en la población de linfocitos T CD4~ o CD8~, no se detecta unión de nuestros
anticuerpos. La situación es diferente cuando los linfocitos 1 son activados con PHA o
ionóforo durante cuatro días, entonces se observa expresión del receptor tanto en un
porcentaje de las células positivas para £04 (30-45%) como en las positivas para £08
(20-40%) (Figura 18).
En ese tiempo de activación no se produce ninguna modificación de la
expresión en células E. La primera conclusión que puede sacarse de estos datos es por
lo tanto, que la expresión del CCR2 en células T es dependiente de la activación y
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constitutiva en monocitos y células B donde no se ve afectada por la activación Sin 
embargo hemos observado un alto grado de variación en la expresión de este receptor 
dependiendo del donante y del tiempo de activación, así hemos observado para el CCR2 
el máximo nivel de expresión entre los días 4 y 10 de activación, fenómeno no exclusivo 
del CCR2 y detectado para otros receptores de quimioquinas como ha sido reflejado 
abundantemente en la bibliografía (Figura ll). 
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Figura 18. Expresión del CCR2 en linfocitos humanos de sangre periférica. La expresión del CCR2 
en linfocitos activados o no con PHA se determinó en citometría de flujo usando doble marcaje con el 
anticuerpo CCR2-0.5 y anticuerpos frente a marcadores específicos de células T (CD4 y CDS) o células 
B (CD19, CD20). La figura representa el porcentaje de células que expresan el CCRî con respecto al 
número total de células aue exoresan el marcador indicado. 
0 Linfocitos derivados de Amigdala. 
Dado su origen y las condiciones que suelen llevar a su extracción, los 
linfocitos procedentes de amígdalas presentan siempre un cierto grado de activación 
Cuando evaluamos la expresión del CCR2 en esos linfocitos encontramos que al igual 
que sucedía en el caso de las células derivadas de sangre periférica, se observa que las 
células CD 19+ y CD20+ expresan de forma constitutiva el CCR2. Las células T CD4+ 
y CD8+ sin activar, sin embargo, expresan bajos niveles de CCR2 (lo-20%), que 
aumentan tras la activación hasta un 40-50%. La expresión de CCR2 en células T 
previa a su activación in vitro, se debe, por las razones antes expuestas, a la presencia en 
amigdala de células activadas, como se confirma empleando marcadores específicos de 
activación, descartando entonces la existencia de un hecho diferencial con la expresión 
en células de sangre periférica. 
Para evitar que las conclusiones obtenidas en la caracterización de las 
poblaciones linfocitaria pudiesen deberse al hecho de usar un único anticuerpo, los 
ensayos fueron realizados con tres anticuerpos diferentes; uno de ellos, el CCR2-01. 
que reconoce el extremo amino terminal del receptor y los otros dos, el CCR2-05 y el 
CCR2-06, que reconocen el tercer bucle extracelular. En todos los casos, los resultados 
fueron similares. 
Un resumen de la expresión de CCR2 en estas poblaciones, se muestra en la 
Figura 19. Este análisis confirma un dato conocido como es que los monocitos y las 
células T activadas expresan el CCR2 pero añade un observación importante como es la 
expresión de este receptor en células B, independientemente de su estado de activación. 
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Figura 19. Expresión del CCR2 en linfocitos procedentes de amigdala. La expresión 
de CCR2 en linfocitos derivados de amigadalas humanas se determinó como se indica en la figura 
anterior. La figura muestra la media de las determinaciones realizadas de 7 extracciones diferentes. 
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El resultado obtenido por citometría fue confirmado por RT-PCR y Southern 
Blot utilizando células CD1 9’ purificadas a partir de amigdalas y una línea de células B 
humanas, IM-9 (Figura 20A), detectandose bandas del tamaño apropiado que 
hibridaron con sondas específicas para el CCR2. La presencia del CCR2 en estas 
células también se determinó por citometría de flujo empleando el anticuerpo CCR2- 
05, indicando la expresión en la membrana celular de dicho receptor (Figura 20B). 
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Figura 20. Expresión del CCR2 en células B. (A) La expresión del mRNA del receptor CCR2 en 
los tipos celulares indicados se analizó por RT-PCR y análisis de southern blot, como se indica en 
materiales y métodos. (B) La expresión del CCR2 en la línea humana de células B, IM9, y en células 
B purificadas de linfocitos de sangre periférica (CD19+ > 98%, CD3+ < OS%, CD14+ < 0. 5%, panel 
superior) analizada por citometría de flujo empleando el anticuerpo CCR2-OS, comparada con la de un 
anticueroo control (hGH14). 
Para evaluar la funcionalidad del CCR2 presente en células B, empleamos de 
nuevo linfocitos B purificados de sangre periférica y de amigdalas así como la línea 
celular IM-9. Estas células migran en respuesta a MCP-1, aunque bien es verdad que 
lo hacen con unos índices de migración mucho menor a los observados en líneas 
monocíticas humanas. Como control positivo de migración utilizamos SDF-la, 
quimioquina cuyo receptor, CXCR4, está presente de forma funcional en las células B 
(D’Apuzzo et al. 1997 ; Vicente-Manzanares et al. 1998). La migración inducida 
por MCP-1 fué bloqueada por los anticuerpos monoclonales antagonistas frente al 
CCR2, mientras que esos mismos anticuerpos no afectaron a la migración inducida por 
SDF- la, indicando por lo tanto que los efectos del MCP- 1 están mediados por el 
CCR2 y no por otros receptores relacionados (Figura 21). 
SDF-la NP-1 CCR2-02 Ne9 SDF-la MCP-1 CCR2-02 Neg 
Figura 20. Las células B migran en respuesta a diferentes quimioquinas. La migración de células B 
purificadas a partir de amígdala y de la línea celular B humana IM9, tratadas ( q ) o no ( q )con el 
anticuerpo neutralizante CCR2-05 (10 FM), se analizó en pocillos de transmigración en respuesta a 50 
nM de las quimioquinas y de los anticuerpos indicados durante 4 horas a 37°C. Los datos muestran la 
media de determinaciones por triplicado, con la desviación estandar indicada. 
La migración de las células B inducida por MCP-1 a través de CCR2 es 
sensible al tratamiento con PTX ~ El bloqueo con esta toxina indica la participación de 
una proteína Gi en el fenómeno (Figura 22), dato que está de acuerdo con la 
bibliografía, que describe la participación de una proteína Gi en los efectos mediados 
por quimioquinas. 
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Figura 22. La migración de las células B inducida por MCP-1 es bloqueada por PTX. Las células 
IM9 se trataron durante 16 horas con toxina pertúsica (0.1 pg/ml) y se estimularon con 
concentraciones crecientes de MCP- 1. La migración se analizó como en la figura anterior. 
4. Polarización celular y expresión de receptores de quimioquinas 
La migración celular juega un papel clave en un gran número de fenómenos 
biológicos. Este proceso es particularmente importante para la función de los 
leucocitos y para la respuesta inflamatoria. Algunos aspectos del mecanismo que 
posibilita la quimiotaxis han sido ya estudiados empleando para ello varios tipos 
celulares y sistemas experimentales. De hecho, es claro que la movilidad celular implica 
una polarización con la formación de extensiones citoplasmáticas denominadas 
Zamellipodia en el frente de avance donde ocurren sin lugar a dudas fenómenos de 
exocitosis. Durante el movimiento celular se producen por lo tanto cambios 
morfológicos que además implican la redistribución de moléculas específicas. Así la F- 
actina pasa de tener una distribución radial a concentrarse en una región determinada 
originando un cambio en la forma celular que pasa de una forma esférica a una 
polarizada. Diferentes receptores se concentran en el frente de avance, como es el caso 
de la integrina avp3, mientras que otros se localizan en el urópodo, como son 
moléculas de adhesión (ICAMs), CD43, CD4 y PSGL-1. Dado el papel que las 
quimioquinas juegan en la migración celular, nos hemos planteado estudiar la 
localización de sus receptores en la célula polarizada. 
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Para estos estudios hemos empleado linfocitos T obtenidos a partir de linfocitos 
de sangre periférica provenientes de donantes sanos, activados con PHA (0.5%) y 
mantenidos en cultivo durante 7 días en presencia de IL-2 (50 UI/ml). La expresión de 
los receptores de quimioquinas está finamente regulada a nivel de RNA mensajero. 
Como ya hemos comentado previamente, algunos de estos receptores se expresan de 
forma constitutiva en linfocitos T, mientras que en otros casos la expresión varía en 
función de la activación celular. El seguimiento de los receptores de quimioquinas se 
realizó por inmunofluorescencia empleando el anticuerpo CCR2-03. En células sin 
estimular, que presentan una morfología redondeada, el CCR2 se distribuye de forma 
homogenea en la membrana de linfoblastos T adheridos a sustratos de integrinas como 
se demuestra por la tinción verde, correspondiente al anticuerpo marcado con FITC. 
Tras la incubación de los linfocitos con MCP-1 (10 ng/ml), estos adoptan una forma 
polarizada y el CCR2 se redestribuye al frente de avance de las células, mientras que el 
ICAM3 se localiza en el urópodo (Figura 23). 
Figura 23. Distribución polarizada del CCR2 e ICAM-3 en las células T que están migando. Las 
células adheridas a FN-80 se tiñeron con el anticuerpo anti-ICAM-3 HP2119 (fluorescencia amarilla) y 
el CCR2-03 (fluorescencia verde). En el recuadro se muestra otra célula T de la misma muestra, a la 
misma ampliación. Ampliación original: X1,200. Bar, 10 ym. 
Por lo tanto, ante un estímulo migratorio como es el caso del MCP- 1, el CCR2 
se iocaiiza en ei fienre cie avance a’e kí &Wa n-iigrZoria. Esre fenkneno no es urr& 
característica exclusiva del CCR2 ante el estímulo con su ligando. Similares 
experimentos fueron llevados a cabo estimulando las células con otras quimioquinas 
como son RANTES ( 10 ng/ml) o IL-8 así como con las citoquinas IL-2 e IL-1 5, 
observandose la misma redistribución del CCR2 al frente de avance. La redistribución 
afecta también a otros receptores de quimioquinas como es el caso del CCRS, detectado 
con anticuerpos monoclonales específicos (Figure 24D). Sin embargo la citoquina 
proinflamatoria TNF-alfa, no induce ni polarización celular ni redistribución de 
receptores de quimioquinas. Otros agentes capaces de inducir polarización, tales como 
anticuerpos monoclonales frente a ICAM-3 y CD43, también inducen la redistribución 
de CCR2. Cuando se analizó la distribución de otros receptores tales como IL-2Ra, IL- 
2RP, TNFRI y TGF-P tipo II, se observó que ninguno de estos receptores sufría 
redistribución o clustering durante la migración de los linfoblastos T (figura). Todos 
estos datos indican que ante un estímulo migratorio, las células adquieren un fenotipo 
polarizado con redistribución de proteínas a regiones especializadas. 
Figura 24. Los receptores CCR2 y el CCRS se redistribuyen al frente de avance de Io\ Ilnfocltos 7 
polarizados Los linfocitos r activados con PHA, no tratados (A y C) o tratados con 10 ng/ml ck 
MCP- 1 (B) o RANTES (D). se adherieron a cubreobjetos tratados con 20 pg/ml de FN-XO (A y B) o 
10 pg/ml de rsICAM-l-Fc (C yD) y se fijaron y tiñeron con el anticuerpo CCR2-03 (A y B) o CCRS 
02 (C y D). En los recuadros pequeño\ 5e muestra la localización del IL-2Ra. por tinción con el 
anticuerpo TP1/6, en linfocitos Gn activar (A) o polarizado\ (B). 
Para analizar de forma más detallada la localización de los receptores de 
quimioquinas en la célula polarizada, se llevaron a cabo estudios de microscopía 
confocal, empleando anticuerpos anti-CCR2 y anti-ICAM-3 que nos permiten localizar 
el urópodo y el frente de avance de la célula polarizada. Como se observa en la figura 
25, el CCR2 se localiza en la zona de contacto de la célula con el sustrato. mientras que 
el ICAM-3 se localiza en la parte opuesta, es decir lejana al sustrato. 
Figura 25. El receptor CCR2 se situa en la zona de contacto con el substrato del frente de avance 
celular. La figura muestra tres cortes representativos de los ocho obtenidos, que se corresponden con el 
nivel wperior (2.464~) que muestra la tinción de ICAM-3 (fluorescencia roja) en el urópodo, hasta Ia 
zona de contacto con el sustrato (3.92~) donde se localiza el CCR2 (fluorescencia verde) en el frente rk 
avance. 
Estos datos indican una distribución lógica de las diferentes moléculas que 
parece implicar una redistribución por funciones, donde las moléculas de adhesión irían 
a la parte trasera, mientras que las encargadas del movimiento celular así como de la 
dirección del mismo estarfan localizadas en las zonas de contacto con el sustrato. 
Estudios de videomicroscopia llevados en paralelo demostraron que las células que 
presentan una morfología polarizada se correspondía con las células que estaban 
migrando, indicando que la polarización del CCR2 en leucocitos está correlacionada 
con la adquisición del fenotipo migratorio y que es independiente del estimulo 
quimoatrayente (Figura 26). Además, la célula se orientaba en dirección al foco 
quimiotrayente, indicando que el receptor de quimioquina se comporta como un 
autentico sensor celular que dirige el movimiento celular a favor del gradiente 
quimiotáctico. 
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Figura 26. Los linfocitos T que están migrando redistibuyen el CCR2 hacia el gradiente 
quimiotáctico. Ensayos de videomicroscopía (A-C) de linfocitos T adheridos a rslCAM- 1 en respuesta a 
MCP-1, a los tiempos indicados. En (D) se muestra la distribución del CCR2 en las células que están 
migrando, visto por estudios de inmunofluorescencia llevados en paralelo. Las flechas indican la 
dirección de las células hacia el foco quimiotáctico. 
5. Papel del receptor CCR2 durante la infección por HIV-1 
La descripción de los receptores de quimioquinas CCRS y CXCR4 como 
coreceptores del virus responsable del síndrome de la inmunodeficiencia humana 
adquirida ) HIV- 1 y de las quimioquinas RANTES, MIP- 1 a, MIP-1 p y SDF- 1 a como 
agentes neutralizantes de esa infección, asignó a estas moléculas un papel crítico en la 
patogénia de esta enfermedad. En vista de la relevancia de estos receptores en un 
proceso patológico de tanta importancia, nos propusimos evaluar si otros receptores 
distintos de los referidos, en concreto el CCR2, eran capaces de actuar también como 
co-receptores para distintas cepas del HIV-l. Así mismo nos propusimos determinar la 
posible actividad supresora que sobre este virus podría tener tanto el MCP-1 como los 
anticuerpos generados frente al CCR2. Dado que los anticuerpos reconocen diferentes 
regiones conocidas del receptor y que algunos de ellos presentan actividad agonista o 
antagonista, de su posible actividad supresora del HIV- 1 podríamos sacar conclusiones 
sobre las regiones del receptor implicadas en la unión del virus. 
La mayor parte de los ensayos encaminados a determinar la capacidad de un 
receptor de quimioquinas para actuar como co-receptor del HIV-l se realizan con 
células que no expresan de forma natural estos receptores, sino que se trata de células 
que se transfectan con receptores de quimioquinas determinados. En nuestro caso 
hemos preferido emplear linfocitos de sangre periférica activados (PBMC), así como 
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macrófagos derivados de monocitos humanos (MDM), que expresan de forma natural 
tanto CD4 como receptores de quimioquinas, y hemos analizado la actividad supresora 
de la infección del MCP- 1 así como la capacidad de los anticuerpos monoclonales anti- 
CCR2 para interferir con la replicación del HIV- 1. 
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Figura 27. El MCP- 1 tiene actividad supresora del HIV- 1, actividad que es bloqueada por anticuerpos 
antagonistas del CCR2. Diversas concentraciones de MCP-1 y MIP-lp (O,Ol-10 nM) fueron 
analizadas en ensayos de supresión del HIV- 1. Aquella concentración de MCP- 1 ( q ) y MIP- 1 p ( n ) 
con máxima actividad inhibidora (1 nM) se seleccionó, usando medio de cultivo sin tratar como control 
( n )~ Esta actividad supresora es bloqueada por la presencia de las concentraciones indicadas del 
anticuerpo CCR2-05, pero no por el hGH14 (mIgG2b), usado como control, comparada con nedio di 
cultivo sin anticuerpo ( ). La figura muestra las determinaciones por triplicado de un experimento 
representativo, con la desviación estandar indicada. 
La infección por parte del virus en una célula conlleva su entrada y replicación 
lo que provoca la liberación al medio de una proteína de la cápsula vfrica, la ~24. Por la 
detección de esa proteína puede definirse el grado de infección y replicación viral. 
Células mononucleares de sangre periférica activadas con PHA (10 cLg/ml, 48h, 
37°C 5% CO,), fueron incubadas durante 60 min con los anticuerpos o quimioquinas 
y luego se infectaron con la cepa X4 del HIV-l, NL4-3 (2 ng p24/106 células por 
ensayo, 2h, 37°C). Las células se cultivaron en presencia de IL2 y de los anticuerpos o 
quimioquinas. El MCP-1 inhibió en esas condiciones la replicación vira1 de la cepa R5 
BAL, del mismo modo que lo hace un ligando del CCR5 como es el MIP-1 p. El 
efecto es específico del CCR2 pue anticuerpos antagonistas de este receptor como es el 
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Figura 28. El anticuerpo agonista CCR2-02 presenta actividad supresora del HIV-l. (A) La actividad 
supresora del anticuerpo CCR2-02 ( ) se determinó por la liberación de ~24, como se indica en 
materiales y métodos, usando como control a los anticuerpos CCR2-05 ( l ) y hGH30 (IgG2a) ( 0 ) 
y la cepa NL4-3 y PBL como diana. (B) La actividad supresora del CCR2-02 (200 PM) también se 
analizó sobre la cepa BaL, usando como controles de supresión al MCP- 1 (1 nM) y MIP- 1 B (1 nM) y 
como controles negativos al anticuerpo hGH30 y al medio de cultivo sin tratar. La figura muestra la 
media de determinaciones por triplicado con la desviación estandar indicada de un experimento 
representativo. 
Así mismo, y como ya estaba descrito, tanto RANTES como MIP-1 p inhiben 
de forma dosis-dependiente la liberación al medio del antígeno p24 del HIV-l de cepas 
R5 mientras que el SDF-la lo hace sobre cepas X4. Los datos de inhibición obtenidos 
con el MCP-1 concuerdan con los datos de otras quimioquinas, para las cuales la 
concentración a las que son capaces de inhibir al HIV-l se correlaciona con aquella 
necesaria para inducir respuestas biológicas (0.0 1- 10 nM) como movilización de calcio 
o inducción de quimiotaxis (Figura 28). Descartamos además que el efecto inhibitorio 
se deba a un efecto inhibitorio del MCP-1 sobre la proliferación celular, ya que no 
afecta a la respuesta proliferativa de los PBLs inducida por PHA. 
Pero es que además en los cultivos de células tratadas con los anticuerpos 
CCR2-01 y 02, observamos una inhibición en la presencia de p24 en el sobrenadante, 
con respecto a los controles, con una ED,, de l- 10 nM. El efecto no fué observado 
cuando las preincubaciones se realizaron con el resto de anticuerpos anti-CCR2 ni con 
los correspondientes controles de isotipo empleados (Figura 29A). Similares datos se 
obtuvieron en ensayos empleando MDM y la cepa R5 BAL; tanto el MCP-1 como el 
anticuerpo CCRZ01 inhibieron la infección, en este caso determinada por la actividad 
transcriptasa reversa (Figura 29B). Si conviene dejar claro que existe una alta 
variabilidad en los niveles de inhibición dependiente de donante. 
Estos datos indican la capacidad del CCR2 de actuar como co-receptor de 
algunas cepas del virus y la capacidad del MCP-1 y de anticuerpos dirigidos frente al 
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Figura 29. El anticuerpo CCR2-01 previene la infección por HIV-I en PBMC y MDM. (A) El 
CCR2-01 (10 pg/ml) y un anticuerpo control del mismo isotipo fueron ensayados para ver su actividad 
supresora del HIV-l usando la cepa X4 NL4-3 y PBMC activados como células diana. Sobrenadantes 
de cultivo no tratados (NL4-3) fueron usados como control. La replicación vira1 se determinó 
cunatificando los niveles de antígeno gag p24 (ng/ml) a los 7 días de la infección. Los datos 
representan la media del análisis por triplicado con la desviación estandar indicada. (B) La actividad 
supresora del CCR2-01 (200 nM) y de un anticuerpo control del mismo isotipo (200 nM), se probó 
frente a la cepa R5 HIV-l BaL in MDM de 5 días. Sobrenadantes sin tratar fueron usados de control 
(BaL). La replicación vira1 se determinó a los 25 días de la infección por medida de la actividad 
transcriptasa reversa y expresada en cpm/pl. Los datos representan la media de determinaciones por 
triplicado con la desviación estandar indicada. 
La conclusión más interesante es que el CCR2 es capaz de actuar como co- 
receptor de esta cepa del HIV-l y que el MCP- 1 inhibe la infección con igual 
efectividad que otras quimioquinas, aunque seguramente su actividad se reduzca a unas 
pocas cepas del virus. En cuanto a los anticuerpos dirigidos frente al extremo N- 
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terminal del CCR2, ambos tienen actividad neutralizante, hecho que no resulta extraño
para el CCR2-Ol ya que mimetiza al ligando en todos los ensayos analizados. El
CCR2-0l, que no activa al receptor por si mismo ni modifica la actividad del MCP-1,
también tienen actividad neutralizante, hecho que asigna una gran importancia a la
región N-terminal del CCR2 en la infección pór HIV-l.
El hecho de que anticuerpos dirigidos contra el tercer bucle extracelular del
CCR2 (CCR2-04 y 05) sean capaces de revertir los efectos del MCP-l sin poseer
actividad neutralizante per se, sugieren la importancia de esta región en la interacción
entre el ligando y el receptor, región que sin embargo no parece estar relacionada con la
interacción entre el receptor y el ¡-<IV- 1. Del mismo modo, la actividad supresora
sobre el HIV-1 de los anticuerpos dirigidos contra el extremo amino del CCR2, indica
el papel que juegan estos aminoácidos en la interacción entre el HIN’- 1 -CD4 y
receptores de quimioquinas.
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4.- IDENTIFICACION DE LAS SEÑALES TEMPRANAS IMPLICADAS EN
LA SEÑALIZACIÓN A TRAVES DEL RECEPTOR CCR2
4.1. El receptor CCR2 regula la movilización de calcio y se asocia a la proteína
Gui.
Hasta este momento hemos venido usando para nuestros experimentos tanto
linfocitos humanos purificados como diferentes lineas celulares que expresan
receptores de quimioquinas. Llegado el momento de implicamos en el estudio de la
señalización y paraevitar las variaciones debidas a la obtención de células procedentes
de donantes, decidimos usar como modelo para estudiar la señalización activada por
MCP-1 al unirse al CCR2, una línea celular que expresara este receptor y que fuera
completamente funcional. La línea celular Mono Mac 1 es una línea monocítica humana
que responde a estas características, ya que expresa el CCR2 así como otros receptores
de quinijoquinas (CXCR4), y marcadores de superficie de monocitos (CDI3, CDA4 y
CD68). Estas células no sólo expresan el CCR2 sino que también son capaces de
responder al estímulo con MCP-l. Como ya hemos indicado previamente, éstas células
al ser estimuladas con diferentes concentraciones de MCI’-1 (desde 0.1 hasta 100 nM)
son capaces de movilizarcalcio. Esta movilización es detectable por citometría de flujo
usando la sonda fluorescente Fluo-3. Así mismo, cuando las células se ponen en una
cámara de migración y se las enfrenta con un gradiente de MCP- 1, las células son
capaces de migrar através de una membrana de 5 micras de tamaño de poro. Al objeto
de mimetizar un poco más la situación fisiológica, la membrana se tapiza con células
endoteliales y así la migración depende tanto del tamaño de poro como de las
interacciones entre los distintos tipos celulares. En estos casos, las células Mono Mac
1 también son capaces de migrar en respuesta a MCP-1. La migración inducida por
quimioquinas aumenta en función de la concentración del estímulo hasta llegar a un
máximo a partir del cual el número de células que migran disminuye al aumentar la
concetración de quimioquinas, de tal modo que las representaciones del índice de
migración frente a concentración de quimioquina tienen forma de campana. Este
fenómeno ha sido explicado por la desensibilización e intemalización de receptores, ya
que no hay que olvidar que los fenómenos de migración son observados a tiempos
largos (1 a 4 horas), pero también podrían tener que ver con el hecho de que altas
concentraciones de quimioquina rompan el gradiente quimiotáctico necesario para que
la migración se produzca.
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Cuando las células Mono Mac 1 se trataron durante 16 horas con 0.1 @ml de 
toxina de pertussis, tanto la movilización de calcio como la migración inducida por 
MCP-1 fueron completamente bloqueadas” Experimentos llevados a cabo en paralelo 
en células tratadas con 0.4 yg/ml de toxina del cólera durante 16 horas no modificaron 
la respuesta a MCP-1 en ninguno de estos ensayos (Figura 30). Estos datos, 
conocidos para otros sistemas celulares y quimioquinas, indican que al menos algunas 
de las señales intracelulares inducidas por MCP- 1 y por otras quimioquinas, tanto en 
monocitos como en líneas celulares T, son mediadas por proteínas G sensibles a PTX, 
del tipo Gi. 
Mono Mac 1 
MCP-1 
Mono Mac 1 +CTX 
MCP-1 
Mono Mac 1 + PTX 
MCP-1 
Tiempo (s) - 
Figura 30. La movilización de calcio Inducida por MCP-1 en células Mono Mac 1 e\ sensible a 
PTX La movilización de calcio en respuesta a 5 nM de MCP-1 en células sln tratar o tratada\ con 
PTX o CTX se determinó por citometría de flujo a 525 nm, según el protocolo anteriormente descrito. 
La figura muestra un experimento representativo. Los resultados se expresan como porcentaje de la 
máxima respuesta obtenida al estimular con MCP- 1. 
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Usando los anticuerpos monoclonales específicos del CCR2, hemos tratado de
analizar si la activación de Gi por MCP-l era mediada por la asociación física entre el
CCR2 y la subunidad Ga de la proteína Gi heterotrimérica. Una proteína Gcti asociada
al CCR2 es imunoprecipitada por anticuerpos anti-CCR2 y detectada en western blot
usando anticuerpos específicos frente a ella. La asociación es iniciada en los primeros
30 segundos después de la activación con MCP- 1 y persiste al menos durante 5












Figura 31. El MCI’-l induce la asociación de Gai al CCR2. Lisados de células Mono Mac 1
estimuladas con 5 nM de MCI’- 1 fueron inmunoprecipitados con el mAb CCR2-03 o con el
anticuerpo HI’2.6 (anti-C04), como control, y el western blot desarrollado con anticuerpos anti- 0W.
Se controló que la cantidad de CCR2 era similar en los diferentes carriles, re-incubando la membrana
con anticuerpos anti-CCR2. La flecha indica la posición de Gcti.
Cuando el mismo experimento se realizó buscando una proteína Os, sensible a
CTX, los resultados fueron negativos, a pesar de que estas proteínas se expresan en las
células Mono Mac 1 en niveles similares a las proteínas Gi. En todos los casos, los
blots fueron rehibridados con anticuerpos anti-CCR2 para descartar que las diferencias
observadas fuesen debidas a diferentes cantidades de receptor inmunoprecipitado en
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4.2. Fosforilación en tirosinas del CCR2.
En las células Mono Mac 1 y en respuesta a MCP-1, se produce un incremento
de la fosforilación en tirosinas de distintas proteínas, como se observa en experimentos
de inmunoprecipitación y western blot de células estimuladas, empleando anticuerpos
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Figura 32. Fosforilación de proteínas en respuesta a MCP-l; efecto de la I’TX. Lisados de células
Mono Mac 1 preincubadas ono con I’TX (0.1 pg/ml, 16k) y estimuladas con 5 nM de MCI’-l fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-PTyr y el western blot desarrollado con anticuerpos anti-
PTyr. Las flecha indican la posición de aquellas bandas cuyo nivel de fosforilación se ve afectado por la
estimulación con MCI’-l.
Interesantemente, no todas las proteínas fosforiladas en respuesta al ligando se
mantienen cuando se efectúa un pretratamiento de las células con PTX, anterior al
estfmulo con ligando. Entre las que se mantienen destacamos una de 38 kDa de peso
molecular que es fosforilada rapidamente, 30 segundos tras el estímulo con la
quimioquina. Precisamente ese es el peso molecular al que aparece en wesíern blot el
CCR2, por eso y paraconfirmar que realmente se corresponde con el receptor, lisados
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de células Mono Mac 1 estimuladas previamente con MCP- 1 durante diferentes
tiempos, fueron inmunoprecipitados con anticuemos anti-Ptyr y los western blot fueron
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Figura 33. El MCP-1 induce la fosforilación en residuos de tirosina del CCR2. Lisados de células
Mono Mac 1 estimuladas con 5 nM de MCI’-l fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-I’Tyr
I’Y20 y el western blot desarrollado con el mAb CCR2-05. Como control los mismos lisados fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CD4 y desarrollados con el CCR2-05.
Se puede observar que el CCR2 se fosforila en residuos de tirosina a los 30,,
de la estimulación con 5 nM de MCP-1. Curiosamente, se puede detectar presencia de
unos niveles basales de receptor activado en ausencia de estímulo (t= O); la relevancia de
este dato se analizará más adelante. Como control de especificidad los mismos lisados
celulares fueron inmunoprecipiados con anticuerpos específicos de otras proteínas de
membrana y revelados con anticuerpos anti-CCR2. Efectivamente el CCR2 era
inmunoprecipitado por anticuerpos anti PTyr tras el estímulo con MCP- 1. Por la
relevancia que el dato posee, el experimento se llevó a cabo también en sentido inverso,
esto es, inmunoprecipitando lisados de células tratadas con MCP- 1 a diferentes tiempos
con anticuemos anti-CCR2 y revelando los westem blot con anticuemos anti—Ptyr.
Nuevamente se demostró que el receptor CCR2 es fosforilado en tirosina rápidamente
tras estimulación con su ligando, el MCP-l; el efecto no se debe a que se haya
inmunoprecipitado diferente cantidad de proteína en cada carril como se demuestra
cuando la misma membrana es revelada usando anticuerpos anti-CCR2 (Figura 34).
Estamos pues hablando de una fosforilación que ocurre muy rapídamente tras el
estímulo con ligando, fosforilación que tiene lugar aún en células tratadas con PTX
(Figura 32, panel inferior), indicando por lo tanto que el efecto es independiente de
la proteína O. Hasta este momento la señalización a través de proteína O era
considerada como la más temprana activada por las quimioquinas. El hecho de que
existan vías independientes de señalización y que estas ocurran a tiempos muy
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tempranos, similares al menos a los tiempos en los que se detecta activación de la
proteína U, nos indujo a profundizar en el estudio de las posibles quinasas implicadas
en esta fosforilación.
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Figura 34. El MCP-l induce la fosforilación en residuos de tirosina del CCR2. Lisados de células
Mono Mac 1 estimuladas con 5 nM de MCP-1 fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo CCR2-03
y el western blot desarrollado con el anticuerpo anti-PTyr 4010. Se controló que las cantidades &
CCR2 en cada canil eran equiparables, analizando la misma membrana con el anticuerpo CCR2-05.
4.3 La quimioquina MCP-1 induce la activación de JAK-2 y su asociación al
CCR2 de manera independiente de la vía de la proteína Gi.
Para intentar averiguar cual es la quinasa responsable de la rápida fosforilación
del CCR2, las células Mono Mac 1 fueron estimuladas con 10 nM de MCP-l y los
lisados celulares inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2. En esas condiciones
y usando anticuerpos específicos anti-JAK2 se demuestra que esta quinasa y no otra de
su familia, ni JAKL ni JAK3, se asocia rapidamente, 30 segundos, al receptor en
respuesta al ligando. Pequeñas cantidades de JAK2 asociado se pueden observar en
ausencia de estímulo, lo que es consistente con el hecho de encontrar receptor
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Figura 35. El MCP- 1 induce la asociación de JAK2 al CCR2. Efecto de la PTX. (A) Las células
Mono Mac 1 fueron estimuladas con 5 nM de MCI’-! y los usados fueron inmunoprecipitados con
anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado cl western b!ot con anticuerpos anti-JAK2. Como
control, los mismos usados fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-C04 y y analizado el
western blot con anticuerpos anti-IAK2. Lisados de células A43 1 fueron analizados en western NoÉ
con anticuerpos anti-JAK2, como control positivo. (B) Las células Mono Mac 1, pre-tratadas con PTX
(0.1 pg/ml, lCh a 37’C) fueron estimuladas con MCI’- 1 como en (A) y los lisados
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-PTyr (PY20> y analizados en western bloí con anticuerpos
anti-CCR2. (C) Las células pre-tratadas con PTX igual que en (B). fueron eslimuladas, usadas,
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La inmunoprecipitación de los lisados de células estimuladas con MCP-l con
anticuerpos monoclonales del mismo isotipo dirigidos contra proteínas de membrana
(anti-CD4 o anti-MHC, clase 1) presentes en las células Mono Mac 1, no indican
presencia de JAK2 asociada a estas proteínas (Figura 35A), confirmando que no
existen asociaciones inespecíficas de JAK2 a otros componentes de la membrana en
nuestras condiciones experimentales. La rápida asociación de JAK2 al receptor y la
coincidencia en el tiempo con la fosforilación en tirosina del receptor sugiere un papel
para esta quinasa en éste fenómeno. En todos los casos se descartó que los efectos
vistos se debieran a diferentes cantidades de proteína inmunoprecipitada, revelando las
mismas membranas con el anticuerpo CCR2-05.
Cuando las células son tratadas con 0.1 gg/ml de PTX durante 16 horas, el
ligando sigue provocando la fosforilación en tirosinas del receptor como se demuestra
al detectar su presencia en inmunoprecipitados de lisados de élulas Mono Mac 1 tratdas
con MCP-l (Figura 35B). Al realizar los mismos experimentos anteriores empleando
células tratadas previamente con 0.1 ug/ml de PTX durante 16 horas, estimular con
5nM de MCP-l e inmunoprecipitar el CCR2, observamos la asociación de una proteína
que se revela con anticuemos anti-JAK2 a los 30”, lo que implica que la asociación de
esta quinasa al receptor no depende de una proteína O sensible al tratamiento con esa
toxina (Figura 35C). Esto puede sin duda explicar el por qué vemos una fosforilación
en residuos tirosina del CCR2 estimulado por MCP- 1 en células pretratadas con PTX.
Hay que resaltar el hecho de que si bien vemos que la asociación de .JAK2 al receptor
no necesita de la activación de la Gi, no ocurre lo mismo con la disociación. Como se
puede observar en la figura 35A, en células no tratadas con PTX, JAK2 se disocia del
receptor y a los 15 mm del estimulo, la quinasa no aparece asociada al CCR2. Por el
contrario, en las células tratadas con PTX y que por tanto tiene inactivada a la proteína
Gi, JAK2 permanece asociada al receptor, hecho que sugiere la participación de una
proteína Gi activa en la disociación de JAK2 (Figura 3W). Más adelante
abordaremos que señales dependientes de Gi están implicadas en estos eventos.
De manera análoga a otros sistemas, la activación de un miembro de la familia
de las .JANUS quinasas requiere que la propia quinasa esté fosforilada en tirosína.
Para confirmar este hecho, se diseñaron experimentos de western blot para detectar la
presencia de JAK2 fosforilado tras la activación de las células con MCP-l. En lisados
de células Mono Mac 1 estimuladas a distintos tiempos con 5 nM de MCP- 1 e
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-JAK2, se revela mediante anticuerpos anti-
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PTyr la presencia de esta quinasa fosforilada. Efectivamente, tras 30” de activación
aparece una proteína inmunoprecipitada por anticuerpos anti-JAK2, que se corresponde
con su peso molecular y que está fosforilada en residuos de tirosina (Figura 36A).
Esta fosforilación se mantiene durante 5 minutos desapareciendo posteriormente.
Como control, la misma membrana fue hibridada con anticuerpos anti-JAK2,
demostrando que la banda fosforilada en tirosinas era JAK2 y que los efectos
observados no eran debidos a diferencias en la cantidad de JAK2 inmunoprecipitada
(Figura 36A, panel derecho). Para confirmar que efectivamente la banda se
correspondía con JAK2, el mismo experimento se realizó también en sentido contrario
usando anticuerpos anti-PTyr para inmunoprecipitar lisados de células Mono Mac 1
estimulados a los tiempos indicados con 5 nM de MCP- 1. Del mismo modo que en el
experimento anterior, JAK2 apareció en los inmunoprecipitados de anticuerpos anti-
fosfotirosina en respuesta al estímulo con MCP-l.
En el modelo de las citoquinas, donde la presencia de JJAK ha sido más
estudiado, la activación de estas quinasas promueve la asociación, fosforilación y por lo
tanto activación de una serie de factores de transcripción de la familia STAT (Factores
transductores de señal y activadores de transcripción). Nosotros nos propusimos ver si
en el caso de las quimioquinas la activación de JAK era acompañada de la activación de
algún miembro de la familia STAT. Para ello, las células Mono Mac 1 fueron tratadas
a diferentes tiempos con 5 nM de MCP-l. Tras lisar, los extractos celulares fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 y sometidos a western blot con
anticuerpos específicos que reconocen a diferentes miembros de la familia STAT. De
este modo vimos que STAT3, pero no STAT5 se asocia al receptor con un máximo a
los 5 minutos, que coincide con los tiempos de asociación y activación de Jak2 tras la
activación con MCP-l (Figura 36A y R). El STAT3 no sólo se asocia al CCR2, sino
que también está activado, es decir, fosforilado en tirosinas, como se observa al
inmunoprecipitar con anticuemos anti-fosfotirosina extractos celulares de Mono Mac 1
tratadas con 10 nM de MCP-l y desarrollar los westem blot con anticuerpos anti-
STAT3(Figura 36A y C). El tiempo de máxima fosforilación, 5 minutos, coincide con
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Figura 36. El MCI’-1 activa la vía JAK/STAT. (A) Las células Mono Mac 1 fueron estimuladas
con 5 nM de MCP-í, lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-JAK2 y analizada la membrana
con anticuerpos anti-I’Tyr. La cantidad de JAK2 cargada en cada carril se determinó analizando la
misma membrana con anticuerpos anti-JAK2. (R) Las células Mono Mac 1 fueron estimuladas como
en (A) y los lisados fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 y analizados por western
blot con anticuerpos anti-STAT3 o -STAT5. La cantidad de CCR2 cargada en cada canil se determinó
rehibridando la misma membrana con el mAb CCR2-05. (C) Las células Mono Mac 1 fueron
estimuladas como en (A) y los lisados fueron inmunoprecipitados con anticuemos anti-I’Tyr y
analizado la membrana por western blot con anticuerpos anti-STAT3.
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Por lo tanto la acuvación del CCR2 inducida por MCP-1 no sólo activa vías de 
señalización relacionadas con la proteína Gi, sino que además también dispara vías de 
señalización ligadas a JAWSTAT. ¿Existe alguna relación entre una y otra?. Como 
hemos visto anteriormente, parece evidente que la activación de la vía de JAWSTAT es 
independiente de Gi, pero queda por ver si la activación de ambas vias de señalización 
ocurre de forma simultanea o si una precede a la otra, dato que no puede inferirse de las 
cinéticas de activación realizadas, ya que en ambos casos se observa a tiempos muy 
cortos (30”) y no pueden diferenciarse con las técnicas de inmunoprecipitación y 
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Figura 37. La tirfostrna AG490, inhibidor específico de la tirosin-quinasa JAK2, bloquea las 
re\puestaa inducidas por MCP-1. (A) Movtlización de calcio inducida por 5 nM de MCP-1 en células 
Mono Mac 1 cargadas con Fluo-SAM, sin tratar o tratadas con las tirfostinas Al y AG490 (25 pM, 
16h a 37”C), y evaluada a 525 tun por citometría de flujo. La figura muestra el resultado de un 
experimento representativo. El % de respuesta se determinó como en ocasiones anteriores. (B) Las 
células Mono Mac 1 sin tratar ( I ) o tratadas con 25 pM de las tirfostinas AG490 ( n ) ó Al ( 0 ) 
durante 16 h se probaron en ensayos de migración inducida con 10 nM de MCP-1. Las células 
migadas al pocillo inferior se contaron y se expresan como índice de migración, calculado como ya se 
ha indicado previamente. Los datos muestran la media de determinaciones por triplicado con la 
desviación estandar indicada. 
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En un intento de discernir el proceso, las células fueron tratadas con inhibidores
específicos de JAK (Meydan et al, 1996), como es la tirfostina B42 (AG 490) y se
analizó su efecto sobre la movilización de calcio y migración inducida por MCP-l
(Figura 37 A y B). La preincubación durante 16 horas a 370C en medio de cultivo
completo con 25 gM del inhibidor de JAK bloquea por completo ambos efectos
inducidos por 10 nM de MCP-l, mientras que células tratadas con e] análogo tirfostina
Al, usado como control, no afecta a ninguno de los dos procesos (Figura 37). Parece
evidente por lo tanto que al bloquear la vía de señalización JAK/STAT inhibimos
eventos necesarios para la inducción de movilización de calcio y para la quimiotaxis.
Teniendo en cuenta que ambos efectos son mediados por la activación de la proteína Gi,
nos propusimos determinar cuales eran las consecuencias que tenían estos inhibidores
sobre la asociación de Gui al CCR2, indicativo de la activación de esta vía. Pues bien,
el tratamiento con la tirfostina B42 y no con la Al, inhibe la asociación de Gui al
CCR2 (Figura 38). Dado que la vía JAK/STAT juega un papel muy importante en la
señalización mediada por quimioquinas y factores de crecimiento y para descartar que
los efectos observados se debieran a fenómenos no directamente ligados al receptor de
quimioquinas, controlamos que el tratamiento con ambas tirfostinas (Al y B42) no
resultaba tóxico para las células Mono Mac 1, al menos en las condiciones empleadas,
como se demuestra por análisis del ciclo celular mediante ensayos de incorporación de












Figura 38. La tirfostina AG490 inhibe la asociación de Gui al CCR2. Las células Mono Mací
tratadas con AG490, como se indica en la figura 29, fueron estimuladas con 5 nM de MCI’-í, lisadas e
inmunopreelpitadas con anticuerpos aníi-CCR2 y el western blol analizado con anticuerpos anti-Oui.
La cantidad de CCR2 en cada canil se determiné analizando la misma membrana con el mAb CCR2-
05. La flecha muestra la posición de Gui.
Si bien parece que la activación de JAK es imprescindible para la asociación de
Gui, también resulta evidente que la activación de la proteína O es necesaria para el
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control de la vía JAKISTAT, como (;e puede concluir de las cinéticas de 
asociación/disociaciOn de JAK2 al CCR2 en presencia de PTX. La dependencia 
existente entre la actividad de JAK y su estado de fosforilación, sugiere la existencia de 
fosfatasas dependientes de la proteína G. regulando esta vía de señalizach. 
Figura 39. El tratamiento de las células Mono Mac l con las tirfostinas AG490 y AI no afecta a su 
viabilidad. Las células Mono Mac 1 fueron tratadas con las tirfostinas AG490 y Al ( 25 FM. l6h a 
37°C) y su viabilidad analizada por ensayos de incorporacibn de yoduro de propidio y análisis de ciclo 
celular por citometría de flujo. La figura muestra el porcentaje de células que se encuentran en necrosis 
(N). apoptosis (A), GO/Gl. síntesis (S) y mitósis (M). Corno control. células sin tratar (medio) se 
analizaron del mismo modo. 
4.4. La tirosina 139 del CCR2 es crítica para la señalización inducida por 
MCP-1. 
Dado que la fosforilacih del CCR2 mediada por JAK2 juega un papel 
primordial en la activación dc los receptores de quimioquinas, nos planteamos 
determinar cúal o cuáles son los residuos fosforilablex por JAK en el CCR2. En la 
naturaleza, el receptor CCR2 existe en dos formas CCR2A y CCR2B, generadas pol 
“splicing” alternativo que da lugar a dos receptores con secuencias idénticas, salvo en 
los extremos carboxilo terminales. Ambas formas de receptor son capaces de unir 
MCP-I y de señalizar en respuesta a la unión del Ligando. Sin embargo el “splicing” 
provoca que existan tres reslduos de tirosina intracelulares en el CCR2B, mientras que 
el CCR2A sólo posee uno de estos residuos, localizado en la posición % 39 y formando 
parte del motivo DRY, motivo que está altamente conservado en toda la familia de 
L 
receptores acoplados a proteínas G y que es esencial para la activación de estos 
receptores. Dado que este residuo es el único presente en ambas formas del CCR2, 
pensamos en él como primer candidato a estar implicado en la unión de JAK2 por lo 
que construimos un receptor CCR2B mutante en el cual se sustituyó la Tyr139 por 
fenilaalanina, Phe (CCR2BY 139F) y lo expresamos en una línea celular de embrión 
humano, las HEK-293. Tanto el receptor nativo como el mutante, CCR2BY 139F, se 
expresan de igual forma en la membrana de las células HEK-293, como demuestran los 
experimentos de citometría de flujo empleando los anticuerpos anti-CCR2 (Figura 40). 
Así mismo, ambos receptores unen MCP-1 con constantes de afinidad similares, 
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Figura 40. Expresión del CCR2 y del CCR2Y139F en células HEK-293. Las células HEK-293 
fueron transfectadas de forma estable con el CCR2 y el receptor mutante CCR2Y139F. La figura 
muestra el análisis por citometría de flujo de la expresión de ambos receptores, nativo y mutante, en la 
membrana de células transfectadas, usando dos anticuerpos anti-CCR2, el CCR2-03 ( -) y el CCR2- 
05 ( - ) y comparando la unión de estos mAb con la de un anticuerpo control + ). 
Cuando analizamos la respuesta funcional de los transfectantes, nos 
encontramos que el MCP-1 es capaz de inducir movilización de calcio en aquellas 
células que expresan el CCR2B nativo, pero no en las células que expresan el 
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CCR2BY 139F ni tampoco en aquellas células transfectadas con el vector vacío y usadas 
como control negativo(Figura 41). En todos los casos las células transfectadas tenían 
similares niveles de carga con la sonda fluorescente Fluo3, carga determinada por la 
capacidad que presentaban los transfectantes de movilizar calcio en respuesta a un 
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Figura 41. Funcionalidad de los receptores CCR2 y CCR2Y 139F expresados en células HEK-293. 
Movilización de calcio en células HEK-293 tmnsfectadas con los citados receptores en respuesta a 10 
nM de MCP-1 y determinada por citometría de flujo a 525 nm. La figura muestra un experimento 
representativo. El % de respuesta se ha calculado como en ocasiones anteriores. 
Parece por lo tanto que la Y 139 es un residuo crítico para la funcionalidad del 
CCR2B y nos propusimos por lo tanto, determinar si la unión del MCP-1 a este 
receptor mutante era capaz de disparar alguno de los eventos de señalización temprana 
observados en el receptor nativo, como es la fosforilación del receptor, la asociación de 
JAK2 y la activación de la proteína Gi. Pues bien, cuando las células HEK-293 
RESULTADOS Señahzación por receptores de qumnvoqu¡nas
transfectadas con el receptor nativo o con el CCR2YI39F fueron activadas con 10 nM
de MCP- 1 durante 30”y usadas sólo se observa la presencia de CCR2 en
inmunoprecipitados con anticuemos anti-fosfotirosina, mientras que en ningún caso fué
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Figura 42. El receptor CCR2Y 13% no se fosforila por acción del ligando. Las células HEK-293
transfectadas con los receptores indicados fueron estimulados con 10 nM de MCI’-I durante 30 seg,
lisados e inmunoprecipitados con anticuerpos anti-PTyr y analizados en ensayos de western blot con
anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-05>.
De la misma manera se analizó la asociación de JAK2 al CCR2 en células
transfectadas con el receptor nativo y el mutante. Tras estimular durante 30” con 10
nM de MCP- 1, inmunoprecipitar los usados celulares con anticuerpos anti-CCR2 y
analizar los western blot con anticuerpos anti-JAK2, se puede observar la asociación de
JAK2 al receptor nativo a tiempos similares a los observados en las células Mono Mac
1 (máxima a los 30”), mientras que no se detectó la presencia de JAK2 asociado al
receptor mutante CCR2YI39F (Figura 43, panel superior). Como control, las
mismas membranas fueron hibridadas con anticuerpos anti-CCR2 para demostrar la
presencia de misma cantidad de receptor inmunoprecipitado y que el reconocimiento de
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Figura 43. La asociación de JAK2 al receptor CCR2 no se produce en el receptor mutante
CCR2YI39F. Las células HEK-293 transfectadas con los receptores indicados fueron estimulados con
10 nM de MCP-1 durante 30 seg, lisados e inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03
y analizados en ensayos de western blot con anticuerpos anti-JAK2. La cantidad de CCR2 en cada carril
se determinó analizando la misma membrana con el mAb CCR2-05.
Por último se determinó si la asociación de la proteína Gui, se veía afectada por
la mutación de la tirosina 139 del CCR2, ya que sabíamos que la inhibición de JAK2
con inhibidores específicos, como la tirfostina B42, bloqueaba los efectos mediados por
la activación de G~, como por ejemplo la movilización de calcio. La estimulación con 10
nM MCP-1 de las células HEK-293 transfectadas con el CCR2B nativo, induce ]a
asociación de G~ al receptor, asociación que aumenta hasta ser máxima a los 5 minutos
de estimulación. Esta asociación se determinó mediante la inmunoprecipitación con
anticuerpos anti-CCR2 de extractos celulares y western blot con anticuerpos anti-G01.
Empleando las mismas condiciones con células transfectadas con el CCR2YI39F, no
se observó asociación de G~ al receptor (Figura 44, panel superior). En ambos
casos, la misma membrana se probó con anticuerpos anti-CCR2, demostrando la
existencia de misma cantidad de receptor inmunoprecipitado en todos los carriles,
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inferior). Estos datos indican la imposibilidad de asociación de Gai al CCR2 cuando
carece de la tirosina 139, hecho que concuerda con la falta de respuestas ligadas a la
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Figura 44. La mutación del residuo Y139 del CCR2 bloquea la unión de G~. Las células HEK-293
transfectadas de forma estable con los receptores indicados fueron estimulados con 10 nM de MCP-l
durante los tiempos indicados, lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y
analizados en ensayos de western blot con anticuerpos anti- G«. La cantidad de CCR2 en cada carril se
determiné analizando la misma membrana con el mAb CCR2-05. La flecha indica la posición de la
G«~.
Es interesante resaltar aquí el hecho de que el receptor mutante CCR2bYI39F
mantiene intactas el resto de las tirosinas, lo que nos permite concluir que la Y139,
residuo altamente conservado en la casi totalidad de receptores de quimioquinas, está
directamente implicado en la unión de JAK2 y que la asociación de esta quinasa al
receptor es responsable de los eventos de señalización posteriores que originan la
respuesta funcional que sigue al estímulo con el ligando. De hecho el receptor mutante,
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respuesta al MCP-1 (Figura 42), como tampoco se observa asociación ni activación,
mediada por su fosforilación de la quinasa JAK2 (Figura 43).
4.5. Otras tirosin quinasas implicadas en la señalización a través del CCR2:
FAK Sykpl25 and p72
A pesar de la rápida fosforilación de CCR2 inducidapor JAK2, se puede observar
que el receptor sigue fosforilado a tiempos en los que JAK2 ya no está asociada al
receptor. Esta fosforilación a diferencia de la inducida por JAK2. se ve afectada por el
tratamiento con PTX (Figura 32)., indicando que existen otras tirosin quinasas activadas
posteriormente, como ya ha sido descrito para el CCR5 en células T activadas por
RANTES.
La activación de linfocitos por quimioquinas induce, como ya hemos indicado, la
polarización celular y la redistribución de receptores a regiones celulares especializadas,
fenómenos que muy posiblemente estén regulados por la fosforilación en residuos
tirosina de los complejos de adhesión focal intracelular (Sánchez-Madrid y del Pozo,
1999). Ya hemos indicado previamente que una vez que la quinasa JAK2 se disocia del
receptor, se observa que el receptor permanece fosforilado en residuos tirosina. Además
es un hecho conocido que en células T, la estimulación con RANTES provoca la
FAK
activación de dos tirosin quinasas, la pí25 y la ZAP-70, esta última específica de este
tipo celular. De hecho ya hemos descrito que al estimular células Mono Mac 1 con
MC?- 1, se podían observar, además del propio CCR2, otras dos bandas fosforiladas en
residuos tirosina, una de 125 y otra de 72 kDa. La cinética de fosforilación de estas dos
proteínas era algo más prolongada que la del propio receptor, alcanzando un máximo a los
15-30 minutos de estimulación (Figura 32). Cuando el mismo experimento se realizó
en células pretratadas con PTX, los anticuerpos anti-fosfotirosina no eran capaces de
inmunoprecipitar ninguna de estas proteínas, indicando que su activación es dependiente
de la activación de G
1.
Una vez determinado el hecho de que la fosforilación en tirosina de las proteínas
de 125 kDa y 72 kDa era dependiente de la activación de Oi y dado que coincidía el peso
molecular con el de ~125FAK y ZAP-70, tirosin quinasas previamente involucradas en la
señalización a través de otros receptores de quimioquinas, se intentó identificar si estas
quinasas eran las que estabamos activando con el MCP- 1.
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FA KFigura 45. El MCP-l induce la asociación de pl25 al CCR2. Las células Mono Mac 1 fueron
estimuladas con 5 nM de MCP-l. usadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 y analizada la
FAK
membrana con anticuerpos anti-p125 . Como control, células estimuladas con MCP-1 fueron lisadas
en inmunoprecipitadas con un anticuerpo irrelevante (anti-MI-IC-l) y analizadas en western blol con el
FA1<
mismo anticuerpo anti-p125
Así, células Mono Mac 1 fueron estimuladas con 5 nM de MC?-1 durante
diferentes tiempos y tras lisarlas se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-CCR2. Tras
el análisis del westem blot con anticuerpos anti~p125FA~<, se observó que esta quinasa se
asociaba al CCR2, con un máximo a los 15 minutos de la activación (Figura 45). Cuando
en experimentos similares se intentó ]ocalizar la quinasa ZAP-70, no se detecté esta
quinasa, ya que no está presente en monocitos, sin embargo, si apareció la proteína
homóloga, p72Syk, que se asocia al CCR2 con un máximo a los 30 minutos después de
la activación (Figura 46A). En ambos casos se determinó que la cantidad de CCR2
inmunoprecipitado era la misma en todos los tiempos rehibridando el western blot con
anticuerpos anti-CCR2. Los tiempos de máxima asociación coinciden con los tiempos de
fosforilación de dichas quinasas (Figura 46W. Coincidiendo con estos datos, cuando las
células son tratadas con PTX (0.1 ug/ml durante 16 horas) antes de estimularías con
FAK
MCP-1, no se detecta asociación de de ninguna de las dos quinasas, ni pl25 ni Syk.
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Figura 46. El MCP-í induce la de asociación p72Syk al CCR2 y su fosforilación en tirosinas. (A)
Las células Mono Mac 1 fueron estimuladas con 5 nM de MCP-1, lisadas e inmunoprecipitadas con
anticuerpos anti-CCR2 y analizada la membrana con anticuerpos anri-72Syk. Como control, células
estimuladas con MCE- 1 fueron lisadas en inmunoprecipitadas con un anticuerpo irrelevante (anti-MHC-I)
y analizadas en western blot con el mismo anticuerpo anti-p72Syk. (B) Las células Mono Mac 1 fueron
estimuladas con 5 nM de MCE- 1, Usadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-l’Tyr y analizada la
membrana con anticuerpos anti-p72Syk.
La activación de estas quinasas depende por lo tanto de la vía de señalización
acoplada a proteínas Oi. En cuanto a su función es probable que puedan estar
implicadas en los fenómenos de reorganización de citoesqueleto necesarios para la
polarización celular y redistribución de receptores de quimioquinas, hechos que juegan
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4.6 La quimioquina MCP-1 induce la activación de la protein-fosfatasa Shp-1.
Las fosfatasas juegan un papel crítico en la regulación de las vías de señalización
mediadas por fosforilación en residuos de tirosina. El hecho de que la
asociación/disociación de JAK2 al CCR2 en respuesta a la estimulación con MCP- 1 se
vea afectada por e] tratamiento con toxina de pertussis, sugiere la existencia de señales
de regulación mediadas por la proteína Ci.
Usando lisados de células Mono Mac 1 estimuladas con MCP-l (10 nM) a
diferentes tiempos, hemos observado que Shp- 1, una tirosin-fosfatasa citoplásmica , se
trasloca a la membrana, se asocia al CCR2 y se activa. El experimento se realizó
inmunoprecipitando los lisados de células, previamente estimuladas con MCP-l ,con el





















Figura 47. El MCP-1 induce la asociación de Shpl al CCR2 de forma dependiente de la activación
de G«,. Células Mono Mac 1, tratadas o no con PTX (0.1 pg/ml, 16h), fueron estimuladas con lO
nM de MCP-í, lisadas e inmunoprecipitadas con el mAb CCR2-03 o un anticuerpo control (migo) y
analizadas en western blot con anticuerpos anti-Shpl. Como control positivo se incluyen usados d
las mismas células sin inmunoprecipitar analizados en western blol con el mismo anticuerpo anti-
Shpl. Las mismas membranas fueron analizadas con el anticuerpo CCR2-05, como control de la
cantidad de proteína cargada.
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Se observa que Shp-1 se asocia al receptor a los 5 minutos de la estimulación
con MCP- 1 y alcanza un máximo a los 15 minutos. La immunoprecipitación de
lisados celulares estimulados con MCP-l con anticuerpos control frente a 32-
microglobulina y otras proteínas de membrana y revelados los westem blots con anti-
Shp- 1, no identifican la presencia de esta fosfatasa, indicando que la asociación del
Shp- 1 al CCR2 no se debe a asociaciones inespecíficas con proteínas de membrana que
se dieran en las condiciones experimentales empleadas. La asociación de Shp- 1 al
CCR2 inducida por MCP-l, no se observa cuando las células son tratadas con toxina
de pertussis antes del estímulo (Figura 47, panel inferior), indicando que la
asociación entre Shp-1 y el receptor requiere de la activación de Gui.
La activación de esta tirosin fosfatasa mediada por MCP-1 y de forma
dependiente de la proteína G, sugiere que esta fosfatasa esté implicada en la disociación
de JAK2 al CCR2.
5. SEÑALIZACION: DESENSIBILIZACLON.
5.1.- La quimioquina MCP-il induce la asociación de GRK2, Arrestina y CCR2
en un complejo multimolecular.
Ya hemos descrito como las células Mono Mac 1 responden al estímulo con
MCP- 1 con una movilización de calcio. Así mismo hemos descrito que éstas células
expresan otros receptores de quimioquinas, como es el caso del CXCR4, y también
responden con movilización de calcio al estímulo con el ligando de este receptor, el
SDF- la. Sin embargo, si una vez que se induce la movilización con un pnmer
estímulo de MCP-1, se añade un segundo estímulo, la célula no responde, mientras que
si se observa movilización si el segundo estímulo se efectúa con SDF- la. Los
receptores de quimioquinas por lo tanto, sufren un proceso denominado
desensibilización homóloga, por el cual dejan de estar funcionales a un segundo
estímulo, mientras que la célula sigue siendo susceptible a la estimulación a través de
otros receptores. (Figura 48). Este fenómeno ha sido ampliamente descrito para
receptores de quimioquinas y para otros receptores acoplados a proteínas G (Wang et
al. 1993).
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Figura 48. Desensibilización del CCR2 inducida por MCP- 1. Movilización de calcio en células 
Mono Mac 1 cargadas con Fluo-3-AM en respuesta a 10 nM de MCP-1 y determinada por citometría 
de flujo a 525 nm ; un segundo estímulo con 10 nM de MCP-1 no induce movilización de calcio 
(panel superior). Como control, las células estimuladas con MCP- 1 fueron a continuación estimuladas 
con 10 nM de SDF-la (panel inferior). La figura muestra un experimento representativo. El % 8 
resouesta se ha calculado como en ocasiones anteiores. 
Usando un esquema experimental similar al empleado hasta ahora, nos 
propusimos estudiar que eventos están implicados en la desensibilización del CCR2 
inducida por su ligando, el MCP- 1. 
Para muchos receptores acoplados a proteínas G en esta rápida 
desensibilización está implicada la fosforilación en residuos serinakreonina del receptor 
tras la unión del ligando por un grupo de quinasas denominado GRK, por ser quinasas 
de receptores acoplados a proteínas G (G Protein Receptor Kinase). De hecho las -- 
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GRK tras fosforilar al receptor en residuos de serma o treonina incrementan la afinidad
para proteínas del tipo de la arrestina cuya unión previene posteriores acoplamientos de
las proteínas O y por lo tanto la funcionalidad ligada al receptor. Luego los receptores
desacoplados son retirados de la superficie celular en un proceso conocido como
internalización. Hay seis GRK clasificadas por homología de secuencia en tres familias.
El análisis del extremo carboxilo terminal del CCR2 indica la presencia de residuos
serina/treonína susceptibles de ser fosforilados por esta familia de quinasas. El primer
paso fue demostrar que el tratamiento con 10 nM de MCP-1 de las células Mono Mac
induce la fosforilación del CCR2 en residuos Ser/thr. Las células fueron tratadas
durante diferentes tiempos con MCP- 1, se lisaron y los extractos correspondientes
fueron inmunoprecipitados con anticuerpos específicos anti-CCR2. El análisis por
western blot de los inmunoprecipitados con una mezcla de anticuerpos monoclonales
anti-fosfoserina/treonina, demuestran la presencia de una proteina fosforiladade 3SkDa
que se corresponde con el CCR2 (Figura 49). Existe una fosforilación basal, en
ausencta de estímulo, que aumenta rapidamente (5 mm.) después del estímulo con
MCP- 1, llegando a un máximo de fosforilación a los 15-30 minutos y disminuyendo a
partir de entonces, La cantidad total de CCR2 inmunoprecipitada en los diferentes
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Figura 49. Fosforilación de residuos serina/treonina del CCR2 en respuesta a MCP- 1. Lisados ~
células Mono Mac 1 estimulados con lo nM de MCP-l fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo
anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado el western blot con una mezcla de anticuerpos anti-
fosfoserina/treonina. Como control de la cantidad de proteína en cada carril, la misma membrana fue
analizada con el anticuerpo CCR2-05.
Dados los altos niveles de expresión de GRK2 en leucocitos de sangre
periférica así como en líneas celulares mieloides y linfoides, pensamos que esta quinasa
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podía ser la implicada en nuestro modelo celular en la fosforilación del CCR2 tras la
activación con MCP- 1. Ensayos de western blol de lisados de células Mono Mac 1 y
células HEK 293 transfectadas con diferentes GRKs empleando anticuerpos anti-
GRK2 indican una elevada expresión de esta quinasa en las células Mono Mac 1
(Figura 50, panel izquierdo). El anticuerpo empleado presenta una ligera reacción
cruzada con la GRK3, pero esta quinasa migra a un peso molecular ligeramente
diferente al de la GRK2. Análisis de lisados celulares con un anticuerpo anti-GRK3,
que también presenta reacción cruzada con GRK2, indican que la quinasa GRK3 no se
expresa, al menos en niveles significativos, en las células objeto de nuestro estudio,
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Figura 50. Presencia de ORK en las células Mono Mací. Análisis mediante ensayos de western
blot de extractos de células Mono Mac 1 (carril 1). Como control el mismo análisis fue llevado a cabo
en células l-IEK-293 transfectadas con el vector pcDNA3 vacío o conteniendo GRK2, 0RK3, GRK5 o
GRK6 (carriles 2 al 6, respectivamente). Los western blot fueron analizados con anticuerpos anti-
GRK2 (AB9, panel izquierdo) y anti-GRK3 (panel dercho). La masa molecular de la GRK2 y GRK3
es de 80 kDa y 78 ¡<Da, respectivamente.
Dado que se conoce que GRK2 es una proteína citosólica que se trasloca a la
membrana celular después de la activación con ligando (Ruiz-Gómez y Mayor, 1997),
para así fosforilar al receptor, analizamos la distribución de esta quinasa en diferentes
fracciones celulares antes y después de la estimulación con MCP- 1. La adición de 10
nM de MC?-1 promueve una elevación transitoria de los niveles de GRK2 en la
fracción paniculada, que alcanza un máximo a los 15 minutos de la estimulación
(Figura 511). Estos datos son consistentes con la cinética de fosforilación del CCR2 y
son similares a los encontrados para otros GPCRs. Los ligeros cambios observados en
la distribución subcelular de GRK2 pueden reflejar el hecho de que sólo una pequeña
— e —
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fracción de la GRK2 citoplasmática se trasloca y asocía con el receptor activado así
como la rápida dinámica intracelular de esta quinasa. Hay que indicar también que una
cantidad significativade la GRK2 está asociada con la fracción particulada en ausencta
de estimulación. Este hecho se puede deber tanto a su asociación a membranas
mtcrosomales como a su unión a la membrana plasmática como consecuencia de una
actividad basal de los receptores que puede contribuir a la rápida regulación de los
mismos observada tras la unión de sus respectivos agonistas.
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Figura 51. Traslocación de la serin/treonin quinasa GRK2 en respuesta a MCP-l. Las células Mono
Mac 1 se estimularon con 10 nM de MCP-1 a los tiempos indicados y se obtuvieron las fracciones
particuladas (Ruiz-Gómez y Mayor, 1997). Las mismas cantidades de protefna fueron cargadas y
resueltas en geles de SOS-PAGE, transferidas a membranas y analizadas con anticuerpos anti-GRK2
(AB9, panel superior). Los datos fueron cuantificados por densitometría y representados como el
porcentale de 0RK2 en la fracción paniculada, tomando como basal la existente antes de la
estimulación (100%) (panel inferior).
Para demostrar la relación funcional existente entre la GRK2 y este receptor de
quimioquinas, intentamos averiguar si la GRK2 podía encontrase asociada con el CCR2
en las células Mono Mac 1. La inmunoprecipitación de extractos provenientes de
células estimuladas con 10 nM de MC?-1 con anticuerpos anti-CCR2 y tratados los
western blots correspondientes con anticuerpos anti-GRK2 indican la presencia de esta
quinasa asociada al CCR2 de manera dependiente del ligando, asociación que es
máxima entre 15 y 30 minutos después del estímulo (Figura 52).
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Figura 52. Asociación de GRK2 al CCR2 en respuesta a MCP- 1. Lisados de células Mono Mac 1
previamente estimuladas con 10 nM de MCP-l a los tiempos indicados, fueron inmunoprecipitados
con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizadas en ensayos de western blot con el anticuerpo AB9
anti-GRK2. Como control la misma membrana fue analizada con el anticuerpo CCR2-05. Como
control negativo usados de células estimulados con MCP-1 fueron inmunoprecipitados con anticuerpos
anti-CD4 y la membrana fue analizada con el mismo anticuerpo anti-GRK2.
La especificidad del ensayo se demuestra mediante la inmunoprecipitación de
estos mismos extractos con anticuerpos no relacionados (anti-CD4). Los cambios en
las cantidades de GRK2 asociada al CCR2 no son consecuencia de variaciones en los
niveles de receptor inmunoprecipitado, ya que el análisis por western blot de la misma
membrana, tratada con el anticuerpo monoclonal anti-CCR2, CCR2-05, indica que estos
niveles no varían (Figura 52, panel inferior). Ensayos de inmunoprecipitación
usando anticuerpos anti-GRK2 y westem blot con anticuerpos anti-CCR2 dan
resultados comparables. Estos datos demuestran que tras la unión del MCP- 1 al CCR2
y como consecuencia de ello, la GRK2 se trasloca de citosol a membrana y se asocia al
receptor fosforilandolo en los residuos serina/treonina, probablemente en la región
carboxilo terminal.
5.2. El MCP-1 induce la asociación de 13-arrestinal al CCR2.
Ya hemos referido antes que en otros receptores acoplados a proteínas O la
fosforilación por las GRK provoca la asociación al receptor de proteínas del tipo
arrestina. El siguiente paso en el estudio que llevamos a cabo, fue por lo tanto detectar
la presencia de proteínas de la familia de la arrestina en las células Mono Mac 1. Para
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lisadas y analizadas por western blot usando un anticuerpo monoclonal anti-arrestina o
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Figura 53. Asociación de j3-arrestina al CCR2 en respuesta a MCP-1. (A) Lisados de células HEK-
293 trausfecradas con ~3-arrestina 1 (canil 2) o sin transfectar (carril 1) así como las fracciones
paniculada (carril3) y citosólica (carril 4) de células Mono Mac ¡ fueron analizados en ensayos &
wesrem blot con anticuerpos anti-f3-arrestina. (B) Lisados de células Mono Mac 1 estimulados con 10
nM de MCP-I a los tiempos indicados, fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2
(CCR2-03) y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-~-arrestina. Como control de la
cantidad de proteína inmunoprecipitada, !a misma membrana fue analizada con el anticuerpo CCR2-05.
Así mismo y como control negativo lisados de células estimulados con MCP-1 fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-C04 y la membrana fue analizada con el mismo anticuerpo
anti-arresti na.
Los resultados indican la presencia de una proteína predominantemente
citosólica, de unos 50 kfla de peso molecular, que se corresponde con 13-arrestinal en
Usados de células Mono Mac 1 (Figura 53A). A continuación extractos celulares de
Mono Mac 1 fueron inmunoprecipiados con anticuerpos anti-CCR2 y analizados por
westem blot con el anticuerpo policlonal anti-13-arrestina 1 (Figura 53B). Una proteína
reconocida por éste anticuerpo coinmunoprecipita con el CCR2 activado; esta
asociación alcanza un máximo a los 30 minutos de estimulación con 10 nM de MC?- 1
Ant¡-arrestin
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disminuyendo ligeramente a los 45 minutos. La cantidad de proteína cargada en los
diferentes carriles del gel se determinó analizando la misma membrana con anticuerpos
anti-CCR2 (Figura 53B), indicando que no existen diferencias en los niveles de
receptor inmunoprecipitado a los diferentes tiempos de estimulación. Así mismo, la
especificidad de la interacción entre la 13-arrestina y el CCR2 se confirmó empleando
anticuerpos frente a otras proteínas de membrana (anti-CD4). La cinética de asociación
de la arrestina con el receptor de quimioquinas está un poco retrasada con respecto a la
de la GRK2, consistente con la necesidad de que el receptor esté fosforilado para que la
j3-arrestinal se asocie con alta afinidad.
Ya que tanto la GRK2 como la arrestina pueden encontrase acopladas al CCR2,
se contempló la posibilidad de que 13-arrestinal forme parte de un complejo
macromolecular con el receptor y la quinasa. Realizamos por lo tanto, experimentos de
inmunoprecipitación con anticuerpos anti-GRK2, seguido de westem blot con
anticuerpos anti-arrestina (Figura 54). 13-arrestinal coinmunoprecipita con GRK2 con
cinética dependiente de la estimulación con MCP- 1, y coincide con los tiempos de
asociación de ambas al receptor, sugiriendo que tanto la quinasa como la arrestina y el
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Figura 54. Asociación de g-arrestina a la quinasa GRK2 en respuesta a MCP-l. Lisados de células
Mono Mac 1 estimulados con 10 nM de MCP-1 a los tiempos indicados, fueron inmunoprecipitados
con anticuerpos anti-GRK2 y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-[3-arrestina,
Como control negativo lisados de células no estimuladas con MCP-l fueran inmunoprecipitados con
anticuerpos anti-JAK2 y la membrana fue analizada con el mismo anticuerpo antí-arrestina.
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5.3.- Significación biológica del papel de las GRKs en la señalización a través 
del CCRZ. 
Nos propusimos finalmente confirmar los datos obtenidos y demostrar la 
significación biológica de estas asociaciones, coexpresando en células HEK 293 el 
CCR2 y la GRK2 así como evidenciar la especificidad de acción de la GRK2 en la 
desensibilización del CCR2 o si por el contrario se debía a la falta de otras GRKs como 
la GRK3 en las células Mono Mac 1. 
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Figura 55. La señalización a través del CCR2 inducida por el MCP-1 es modulada por las quinasas 
GRK2 y GRK3. Células HEK-293 fueron transfectadas con pcDNA3; con pcDNACCR2 + pcDNA3, 
pcDNAGRK2 o pcDNAGRK3; o con pcDNACCR2IX + pcDNA3 o pcDNAGRK2, como se indica. 
La movilización de calcio en respuesta a 10 nM de MCP-1 se determinó como se describe en la figura 
39. Los datos se expresan como el % de la máxima respuesta inducida por el MCP-1. Las flechas 
indican los tiempos de estimulación con MCP- 1. 
Cuando las células fueron co-transfectadas con CCR2 más GRK2 ó GRK3, la 
respuesta a MCP-1 quedaba totalmente inhibida (Figura 55) demostrando de nuevo 
que la desensibilización es un proceso mediado por la actividad de esta familia de 
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quinasas, pero demostrando tambíén que en el caso del CCR2 no existe especificidad
para la GRK2 sino que otras quinasas de esta familia, como la GRK3, son capaces de
realizar la misma función siempre y cuando estén presentes en el sistema celular objeto
de estudio. La importancia de esa fosforilación se se pone de nuevo en evidencia
cuando coexpresamos las GRK con un CCR2 mutante que carece de los residuos
Ser/Thr del extremo carboxilo terminal (CCR2B-IX). A pesar de que los niveles de
GRK2 son similares en las células transfectadas con CCR2B y con CCR2B-IX, en este
dítimo caso la unión del ligando provoca también la movilización de calcio, pero
curiosamente, las células no se desensibilizan a un segundo estimulo con el ligando.
(Figura 55), lo que relaciona la región carboxilo-terminal del CCR2B como diana para
las GRKs. Obviamente controlamos la expresión y actividad de las quinasas
transfectadas de forma transitoria en células HEK 293 mediante ensayos de westem
blot (Figura 56A) y de fosforilación iii viti-o de rodopsina (Figura 56B),
respectivamente. Ambas quinasas presentan similar actividad, como se ve por los







Figura 56. Expresión de GRK2 y GRK3 en células l-IEK-293 transfectadas con los plásmidos
correspondientes. (A) GRK2 recombinante (canil 1) y lisados de células HEK-293 transfectadas con el
CCR2 (canil 2), CCR2 + GRK2 (carril 3) y CCR2 + GRK3 (carril 4) fueron analizados en ensayos &
western blot con mezcla de anticuerpos anti-GRK2 (AB9) y GRK3. (B) Células HEK-293 transfectadas
con el CCR2 (carril 2>, con el CCR2 + GRK2 (carril 3) o con el CCR2 + GRK3 fueron lisadas y la
actividad quinasa de la fracción cilosólica se determiné usando la rodopsina como substrato. GRK2
recombinante (10 nM) fue empleada como control (canil 1). La figura corresponde a un experimento
representativo.
Un dato más que apoya el crítico papel que juega la GRK2 en la desactivación
del CCR2B se obtuvo en experimentos en los cuales se co-transfectó el CCR2B con un
tnutante dominante negativo de GRK2, ~ARK-K220R. La expresión de este mutante
en celulas HEK 293 a niveles similares a los obtenidos con la GRK2 nativa no llevan a
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un incremento en la actividad quinasa, como se demuestra en los ensayos de
fosforilación in viti-o de rodopsinasin embargo j3ARK-K220R se asocia al CCR2 igual













Figura 57. Tanto 0RK2 como el mutante ~ARK-K22ORse asocian al CCR2 en respuesta a MCP-
1. (A) Lisados de células HEK-293 co-transfectadas con pcDNACCR2 + pcDNA3, pcDNAGRK2 o
pcDNAJ3ARK-K220R estimulados con 10 nM de MCP-l durante 15 mm., fueron inmunoprecipitados
con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado en ensayos de western blot con anticuemos anti-
GRK2. Como control negativo lisados de células estimulados con MCP-1 durante 15 mm., fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-MHC-l y la membrana fue analizada con el anticuerpo anti-
CCR2 CCR2-05 (R) Células HEK-293 transfectadas con el CCR2 (canil 2), con el CCR2 + GRK2
(carril 4) o con el CCR2 + I3ARK-K220R (canil 5) fueron usadas y la actividad quinasa de la fracción
citosólica se determinó usando la rodopsina como substrato. GRK2 recombinante (10 nM) frie
empleada como control (carril 1). La figuracorresponde a un experimento representativo.
En presencia de este mutante el MC?-1 es capaz de inducir una movilización de
calcio similar a la obtenida cuando transfectamos el CCR2 en solitario (Figura 58),
claramente diferente al bloqueo de movilización observado cuando co-transfectamos el
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Figura 58. El mutante BARK-K22OR inhibe la desensibllización del CCR2 promovida por el MCP- 
1 Células HEK-293 fueron co-transfectada\ con el pcDNA-CCR2 t pcDNA3, pcDNA-GRK2 o 
pcDNA/3ARKK-22OR y  cargadas con la sonda FLUO-X-AM. La movilización de calcio en respuesta a 
10 nM dc MCP- I w analizó como se indica en la figura 39 Los dato\ \e expresan como el ‘5 de la 
máxima respuesta inducida por el MCP- 1 Las flechas indican los tiempos de estimulación con MCP- 
1. 
Las células que expresan esta quinasa mutante son capaces de movilizar calcio 
en respuesta a un segundo estímulo con MCP- 1 (Figura SS), incluso a concentraciones 
de ligando en las cuales la respuesta a este segundo estímulo se ve desensibilizada en 







Figura 59. El mutante PARK-K220R inhibe la desensibilización del CCR2 promovida por el MCP- 
1~ Células HEK-293 fueron co-transfectadas con el pcDNACCR2 + pcDNA3 o pcDNABARK-K220R 
y cargadas con la sonda FLUO-3-AM. Las células se estimularon con las concentraciones de MCP-1 
indicadas. A los dos minutos, se volvieron a estimular con 10 nM de MCP-1, como se indica con las 
flechas. La movilización de calcio se analizó como se indica en la figura 39. Los datos se expresan 
como el % de la máxima respuesta inducida por el MCP-1. Las flechas indican los tiempos de 
estimulación con MCP- 1. 
Estos datos concuerdan con los obtenidos por otros autores (Mueller et al. 
1997) al expresar un CXCR2 mutante que carece del extremo carboxilo terminal o que 
contiene mutadas los residuos serina y treonina. 
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5.4. El MCP-1 provoca la rápida internalización del CCR2 en vesículas de 
clatrina. 
Los fenómenos de desensibilización de la señal, asociación de GRK y arrestina 
tienen su continuación en la internalización del receptor. Este fenómeno se da también 
en el caso de los receptores de quimioquinas y de hecho cuando las células Mono Mac 
1 son incubadas con 10 nM de MCP-1 a 37°C se detecta una rápida desaparición del 
receptor de la membrana celular mediante experimentos de citometría de flujo (Figura 
60) empleando anticuerpos anti-CCR2. Similares datos se obtienen cuando tras el 
estímulo, las células son teñidas y la tinción se observa en microscopía confocal 
(Figura 61). 
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Figura 60. Internalización del CCR2 en respuesta a MCP- 1. Células Mono Mac I fueron incubadas 
a los tiempos indicados con 10 nM de MCP-1 o RANTES a 37 y 4°C. La expresión del CCR2 en la 
membrana celular se analizó por citometría de flujo usando anticuerpos antiKCR2 (CCR2-03), como 
se ha descrito anteriormente. Los resultados se expresan como el porcentaje de la máxima unión 
obtenida en ausencia de estimulación con quimioquinas, con la desviación estandar indicada. 
Como cabría esperar, la intemalización no se produce al estimular con otro 
ligando como RANTES, que se une al CCRS, o cuando el estímulo con MCP-1 se 
efectua a 4”C, temperatura a la que no se producen fenómenos que requieren fluidez de 






Figura 61. El MCP-1 induce la internalización del CCRî. Los experimentos de microscopía 
confocal fueron realizados como se indica en materiales y métodos. Las células Mono Mac 1 sin tratar 
(paneles A, B, E, F) o tratadas con 10 nM de MCP-1 (paneles C y G) o de RANTES (paneles D y H) 
durante 30 min a 37°C fueron teñidas con el anticuerpo CCRZ-03 (paneles B-D y F-H) o con un 
anticuerpo control (paneles A y E). La figura muestra modelos de reconstitución tridimensional de la 
tinción celular (Paneles A-D) y secciones dípticas representativas de las distintas obtenidus para wla 
condición empleada (paneles E-F). En los recuadros se muestra el nucle» celular junto al marcaje con 
el anticuerpo CCRZ-03 (f 1) o con un anticuerpo control (e 1) 
En un intento de estudiar este proceso y relacionarlo con eventos de 
señalización, extractos celulares de Mono Mac 1 estimuladas con 10 nM de MCP-1 
fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 para analizar la presencia de 
clatrina en western blot. Se emplearon anticuerpos anti-clatrina, ya que la 
internalización mediante veskulas de clatrina es una de las vías más extendida en el caso 
de receptores acoplados a proteínas G. Efectivamente. la clatrina se associa al CCR2 
con una cinética que alcanza un máximo a los 30 minutos (Figura 62). 
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Figura 62. Asociación de caltrina al CCR2 en respuesta a MCP-1. Las células Mono Mac 1 fueron
estimuladas con lo nM de MCP-l fueron inmunoprecipitados con anticuemos anti-CCR2 (CCR2-03)
y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-clatrina (cadena pesada>. Un lisado de las
mismas células es incluido como control, así como el análisis de la misma membrana con el
anticuerpo CCR2-05.
La especificidad del ensayo se demostró inmunoprecipitando los mismos
extractos celulares con anticuerpos anti-MHC-I. Además se controló la cantidad de
CCR2 inmunoprecipitado en cada tiempo de la cinética rebibridando la misma
membrana con anticuerpos anti-CCR2. Estos datos demuestran que existe una
asociación física entre la clatrmna y el CCR2 durante los procesos de intemalización y
que el CCR2 es intemalizado en vesículas de clatrmna.
5.5. El MCP-1 induce la asociación de dinamina al CCR2.
La endocitosis de diversos receptores acoplados a proteínas G requiere la
actividad GTPásica de la dinamina. La estimulación del receptor lleva al reclutamiento
de la dinamina citosólica a los coated pits originando su constricción y la subsiguiente
formación de vesículas (Seungkirl et al. 1997). Para analizar si la dinamina también
juega un papel en la endocitosis del CCR2, estimulamos células Mono Mac 1 con 10
nM de MCP- 1 a diferentes tiempos y analizamos la presencia de dinamina en los
usados celulares inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2. Los ensayos de
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western blot (Figura 63) muestran la asociación de la dinamina al CCR2 con un
máximo a los cinco minutos de activación con el MCP-1, indicando que la dinamina
puede estar contribuyendo a la endocitosis del receptor.
e r — r
O 5 15 3045’
MCP -1
anti-CCR2
Figura 63. Asociación de dinamina al CCR2 en respuesta a MCP-l. Las células Mono Mac 1
fueron estimuladas con 10 nM de MCP-l a los tiempos indicados y sus usados fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado en ensayos de western blot con
anticuerpos anti-dinamina. Un lisado de las mismas células es incluido como control, así como el
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En el estudio de las quimioquinas y de sus receptores se ha producido en los
últimos años un gran avance debido al interés que estas proteínas tienen en diversos
procesos fisiológicos y patológicos. El papel de las quimioquinas en el tráfico de
diversas poblaciones leucocitarias ha sido descrito en innumerables ocasiones, aunque
el hecho de que existe una gran redundancia entre quimioquinas y sus receptores y la
falta de reactivos adecuados ha hecho que exista una cierta confusión en los datos
obtenidos por los diferentes investigadores, asignandose a quimioquinas y receptores,
papeles en diferentes procesos en los que postenormente se ha demostrado que no
intervienen. En pocos años se ha pasado de unas pocas quimioquinas conocidas a
cerca del centenary de dos o tres receptores a más de quince. A medida que aumentan
las herramientas disponibles, anticuerpos monoclonales, agonistas y antagonistas,
mutantes, etc., se ha podido asignar nuevas funciones a las quimioquinas, demostrando
el pape] que juegan en el sistema nervioso central, en el sistema circulatorio, en
procesos tumorales, en angiogénesis, etc.., funciones que van más allá de la hasta ahora
más conocida como organizadores del tráfico de poblaciones leucocitarias.
Hoy en día las quimioquinas pueden agruparse en dos grandes grupos:
- Quimioquinas homeostáticas, que regulan la correcta disposición de la
población leucocitaria en el sistema inmunitario, manteniendose así la estructura del
mismo y cuya expresión es constitutiva.
- Quimioquinas proinflamatorias, que se producen en momentos concretos y
por diferentes tipos celulares en respuesta a los estímulos adecuados, esto es, con
expresión inducible. Estas quimioquinas posibilitan la llegada organizada de las
poblaciones leucocitarias apropiadas ante determinados estímulos a los lugares
oportunos.
Como se puede intuir de esta clasificación, las quimioquinas han sido
implicadas en la mayoría de procesos fisiológicos en los cuales se precisa de la
localización de tipos celulares concretos en un momento y lugar detenninado,
incluyendo células que no pertenecen al sistema inmune. Así, se ha descrito un papel
para la quimioquinas en embriogénesis, hematopoiesis, así como en diversos procesos
patológicos. En los últimos años se ha producido un gran avance en el conocimiento
del “dónde” y cl “cuándo” actúan, pero poco se sabe del “cómo” actúan, es decir
cómo interaccionan quimioquina y receptor y las vías de señalización que se activan tras
ésta unión.
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Hasta el momento se han definido las estructuras de nueve quimioquinas
humanas tanto de la familia CC como de la CXC, entre las que se incluyen la IL-8, Gro-
a, NAP-2, MIP-1j3, RANTES, MCP-3, MCP-1, SDF-l y eotaxina (dore y
Gronenborn, 1995 ; Lodi et al. 1994, Crump et al. 1997 ; Crump et al. 1998). A
pesar de la diversidad funcional que caracteriza a estas moléculas, existen una serie de
características estructurales comunes. Así, las zonas ordenadas de las estructuras
tridimensionales son muy similares y el plegamiento de las quimioquinas es predecible
y característico. En estos estudios se ha visto que las quimioquinas pueden existir
como monómeros, dímeros o tetrámeros, sin embargo las quimioquinas se disocian en
monómeros a concentraciones fisiológicas. Parece pues, que a pesar de que la
dimerización tiene una base estructural no refleja la situación fisiológica o la forma en
que se produce la interacción con el receptor y se media la señalización (Crump et al.
1997). También se ha descrito que las quimioquinas son capaces de asociarse con la
matriz tisular mediante su interacción con glicosaminoglicanos, manteniendo por lo
tanto a las quimioquinas confinadas a un determinado lugar (Baggiolini et al. 1997a).
La estructura que pueden adoptar las quimiquinas en estas condiciones puede variar en
gran medida, facilitandose además la formación de complejos.
En cuanto a las regiones de la quimioquina necesarias para la unión y activación
del receptor, en todas las quimioquinas examinadas se ha visto que la region amino
terminal contiene los residuos implicados en la unión al receptor y los necesarios para
la activación del mismo (Gong et al. 1995) Sin embargo, en algunas quimioquinas,
como es el caso de los diferentes MCPs, RANTES y SDF-1, los residuos funcionales
pueden disociarse de los residuos de unión. La importancia de esta región se xc
reforzada por el hecho de que péptidos correspondientes al extremo N-terminal de
algunas quimioquinas tienen actividad (Loetscher et al. 1998).
Los receptores de quimioquinas están formados por una única cadena
polipeptídica con siete regiones transmembrana. Estas proteínas tienen una porción
extracelular amino terminal, que junto a los tres bucles extracelulares está implicada en
la interacción entre el ligando y el receptor. Así mismo, poseen una región citoplásmica
carboxilo terminal y tres bucles intracelulares que de forma conjunta participan en la
unión y activación de proteínas G (K¡m y Devreotes, 1994) y otras moléculas
implicadas en la señalización La mayoría de los receptores acoplados a proteínas G
tienen cisteinas conservadas en los bucles extracelulares, que se cree forman puentes
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disulfuro que estabilizan la estructura funcional de la proteína (Probst et al. 1992). Los
receptores de quimioquinas poseen además en el extremo amino terminal dominios
ricos en residuos tirosina que parecen estar implicados en la unión al ligando (Hebert
el al. 1993, Farzan el al. 1997 ). Debido al gran interés que han despertado las
quimioquinas y sus receptores, el estudio de las reglas que rigen la interacción entre
ligandos y receptores de esta familia ha dado lugar a un gran número de trabajos en los
últimos años. En vivo, este proceso posiblemente implica una relación dinámica en la
que estarían implicados no sólo la quimioquina y su receptor, sino también las distintas
moléculas efectoras, entre ellas el complejo de la proteína U heterotrimenca.
Curiosamente y a pesar del interés reflejado, muchos de los eventos moleculares que
siguen a la activación de los receptores de quimioquinas permanecen todavía sin
esclarecer.
La presencia de un puente disulfuro entre la región amino terminal y el tercer
bucle extracelular conservado en los diferentes receptores de quimioquinas conocidos,
sugiere un papel importante de estas regiones tanto para la unión del ligando como para
la activación del receptor (Hébert el al. 1993 ; Zhang el al. 1994 ; La Rosa el al.
1992). Dc hecho se han obtenido anticuerpos monoclonales neutralizantes contra el
receptor del ITL-8 (CXCR 1 ó 2). Estos anticuerpos antagonistas reconocen la región
amino terminal del receptor, a pesar de haber sido obtenidos usando como inmunógeno
células que expresan altos niveles del receptor (Chuntharapai el al. 1994 ; Mulligan
el al. 1993). Ensayos en los que se han empleado receptores quiméricos indican que
ambas regiones son importantes también en el caso del MCP- 1 y su receptor, el CCR2
(Monteclaro y Charo, 1996); sin embargo otras regiones del receptor también pueden
jugar un papel crítico en la unión del ligando, como es el caso del segundo loop
extracelular del CCR5 (Atchison el al. 1996 ; Farzan el al. 1997). También se han
descrito anticuerpos neutralizantes frente al CCR3 y al CCR5 (Bleul el al. 1997
Heath el al. 1997), aunque las regiones del receptor reconocidas por los mismos no
han sido definidas. El hecho de que en la mayoría de los casos una quimioquina sea
capaz de unirse a diferentes receptores y que un receptor sea capaz de interaccionar con
varias quimioquinas diferentes hace que el estudio de los requerimientos estructurales
necesarios para que se den estas interacciones sea sumamente atractivo.
Por otro lado y dado que los receptores de quimioquinas han sido descritos
como coreceptores para el vires del SIDA, se añade un nuevo punto de interés sobre las
regiones del receptor que interaccionan con el virus así como sobre qué requerimientos
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son necesarios para que de la interacción entre el virus y el receptor de quimioquinas se
llegue a la infección (Alkatib el al. 1996).
Con todos estos condicionantes y requerimientos iniciales nos propusimos el
estudio de las vías de señalización activadas por las quimioquinas, eligiendo como
modelo a la proteína quimioatrayente de monocitos, MCP- 1, y su receptor CCR2, entre
otras cosas por la relevancia que ambos poseen en procesos patológicos como son la
artritis reumatoide y el asma, entre otros. Para evitar que la redundancia existente entre
quimioquinas y sus receptores nos pudiera llevar a resultados confusos y de difícil
interpretación, se abordó la obtención de anticuerpos monoclonales frente al CCR2.
Los anticuerpos monoclonales son herramientas de una gran utilidad debido a su
extraordinaria especificidad y más aún si durante el proceso de su obtención se
introducen criterios de selectividad que permitan obtener aquellos anticuerpos capaces
de reconocer a la proteína diana en los diferentes ensayos que posteriormente van a ser
empleados, como son citometría de flujo, westem blot, inmunoprecipiatción o
inmunocitoquimica.
Caracterización del CCR2B. Obtención de anticuerpos monoclonales frente al
CCR2B.
Hemos obtenido y caracterizado anticuerpos monoclonales frente a] CCR2
humano, empleando péptidos sintéticos como inmunógenos. El uso de péptidos
sintéticos como inmunógeno ofrece numerosas ventajas ya que nos permite obtener
anticuerpos frente a regiones pre-determinadas de una determinada proteína. En un
principio fueron seleccionadas diferentes regiones basadas en varios criterios: primero,
la secuencia de aminoácidos, que permite seleccionar regiones específicas del CCR2,
respecto de otros receptores conocidos, incluyendo los de otras especies. El segundo
criterio empleado fué la selección de regiones que incluyeran amino ácidos implicados
en la interacción con el ligando o en la activación del receptor, lo que nos permitiría
generar anticuerpos monoclonales que pudieran afectar a la actividad del ligando. Por
último, se tuvieron en cuenta los requerimientos estructurales de las secuencias elegidas
que pudieran originar péptidos con estructuras similares a las que adoptan dentro del
receptor nativo. El cumplimiento de estos criterios no asegura sin embargo una
respuesta inmune adecuada frente a los mismos y menos aún frente a esos péptidos en
el contexto del receptor. Este fué el caso de alguno de los péptidos seleccionados
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frente a los cuales no se observó respuesta inmune en los ratones inmunizados medida
por ELISA frente al inmunógeno. En algunos casos si se observó respuesta en ELISA
frente al péptido inmunizante no en el contexto del receptor nativo medido en citometría
de flujo o en western, indicando que el péptido seleccionado si que es inmunogénico
pero que esas secuencias presentan modificaciones estructurales cuando se encuentran
en el contexto del receptor nativo. Este es el caso de algunos péptidos que se
corresponden con la secuencia de aminoácidos CCR2(1-l 1) del extremo amino-
terminal, secuencia con posible relevancia en la activación del receptor. Sin embargo la
producción de anticuerpos que puedan afectar de alguna forma a la actividad del
ligando, bien bloquenadola bien mimetizandola, no debe restringirse a aquellas
secuencias descritas como implicadas en el lugarde unión al ligando. De hecho se han
descrito anticuerpos monoclonales generados frente a epítopos del receptor no
relacionados con el lugar de interacción con el ligando y que mimetizan la acción de
éste (Mellado el al. 1997b). El concepto que aquí se maneja es que tanto el ligando
como los anticuerpos agonistas, independientemente de la zona con la que interacionan,
lo que hacen es promover cambios conformacionales en el receptor, dando origen a la
conformación activa o bien estabilizandola, lo que en cualquier caso induce
señalización.
La tabla X resume las principales características de los seis anticuerpos
monoclonales obtenidos. Los seis anticuemos reconocen al receptor en citometría de
flujo, hecho que nos permite emplearlos para detectar aquellas poblaciones celulares
que expresan el CCR2, así como en experimentos de transfección, que permiten evaluar
tanto la presencia como las cantidades de receptor presentes en las membranas. Esto
no es un hecho trivial, ya que, como se discutirá más adelante, la no funcionalidad del
receptor rnutante CCR2bY1 39F se podría deber a una deficiente expresión de este
receptor en la superficie de las células transfectadas y no a que la mutación introducida
altere la señalización inducida porel MCP- 1.
Ya hemos indicado que sólo uno de los seis anticuerpos obtenidos reconoce a]
CCR2 en ebsayos de western blot. Este hecho podría estar relacionado con la región
del CCR2 reconocida por dicho anticuerpo (CCR2-05), sin embargo, otros tres
anticuerpos reconocen la misma región y sin embargo son incapaces de reconocer al
receptor en este tipo de ensayos. se destaca aquí la importancia de la caracterización
previa que se ha realizado, a la hora de obtener anticuerpos de interés. Lo mismo cabe
decir del anticuerpo CCR2-03, capaz de inmunoprecipitar el CCR2. Todo esto también
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nos indica que cada anticuerpo presenta unas características propias y que su capacidad 
de inmunoprecipitar o reconocer al CCR2 en western blot refleja diferencias en las 
regiones del receptor reconocidas. 
En definitiva, hemos tratado de obtener un grupo de anticuerpos con diferentes 
características individuales que los hiciera idóneos para los fines perseguidos. Su alta 
especificidad por el CCR2 y alguna de sus características nos ha permitido el análisis 
de las poblaciones leucocitarias que expresan el CCR2 y establecer como ésta se vé 
modificada por la activación de las mismas. Pero además, el hecho de que alguno de los 
anticuerpos monoclonales obtenidos tenga actividad agonista o antagonista del ligando, 
tiene gran importancia y nos ha permitido, por ejemplo, estudiar la interacción entre el 
receptor y la quimioquina así como entre el receptor y el HIV-l, definiendo de esta 
forma regiones del CCR2 con relevancia para la unión del ligando y para su activación, 
de forma independiente de la importancia que pueden tener estas herramientas una vez 
aplicadas a patologías en las cuales las quimioquinas juegan un papel importante. 
Figura 64. Reglones del CCR2 reconocidas por los anticuerpos monoclonales obtenidos. 
La mayor parte de los datos bibliográficos sugieren que la interacción entre la 
quimioquina y su receptor se produce por la unión de aquella con el extremo amino 
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terminal de éste. En esta unión también participan aminoácidos del segundo o del
tercer bucle extracelular. Los datos obtenidos mediante el estudio de la unión de los
anticuerpos monoclonales que hemos generado apoyan estas conclusiones. De hecho
anticuerpos dirigidos contra el extremo amino terminal (CCR2-02) y el tercer bucle
extracelular (CCR2-04 y CCR2-05) bloquean la actividad del ligando (MCP-1) tras su
unión al receptor, aunque bien es verdad que el bloqueo inducido por el CCR2-02 se
debe a que es agonista del ligando. Esto indicaría la participación de ambas regiones en
la unión del MCP-1 al CCR2. Sin embargo, y en contraste con lo que sucede en otros
receptores de quimioquinas, como es el caso del receptor de la II-E (Mulligan el al.
1993), nuestros anticuerpos neutralizantes (CCR2-04 y 05) reconocen el tercer bucle
extracelular (aminoácidos 273-292). El hecho de que otros anticuerpos dirigidos contra
lamisma región del receptor (CCR2-03 y 06) sean incapaces de bloquear la actividad
del MCP-l, sugiere que sólo unos pocos residuos clave dentro de este bucle
extracelular son los que tienen un papel clave en la interacción quimioquina-receptor.
La Figura 64 muestra esquematicamente las regiones del CCR2 reconocidas por los
anticuerpos obtenidos.
En la activación del CCR2, al igual que ocurre en el caso de los receptores
CXCR-l y -2, el extremo amino también es de gran importancia. En nuestro caso los
anticuerpos que reconocen el extremo amino terminal del CCR2 (aminoácidos 24-38),
no son neutralizantes, sino que mimetizan al ligando en todos los ensayos analizados.
Así el CCR2-02 actua como agonista mimetizando todos y cada uno de los efectos del
MCP- 1, llegando incluso a desensitizar el receptor para un segundo estímulo con el
ligando. La importancia de esta región de los receptores de quimioquinas no es un
hecho aislado ya que nosotros hemos generado anticuerpos monoclonales frente a
diferentes zonas del extremo amino terminal de otros receptores, como son el CCR5 o
el CXCR4, que también interfieren con la unión de sus respectivos ligandos. Tras la
unión del ligando al receptor, seguramente através de residuos del tercer bucle
extracelular y del extremo amino terminal, se produciría un cambio conformacional en
el receptor, tanto en regiones extra como intracelulares que posibilitarían la asociación
de moléculas señalizadoras como son la proteína 6 y la tirosin quinasa JAK2.
El comportamiento de los anticuerpos en citometría de flujo nos ha permitido
revelar otra conclusión de gran interés. Mientras que los anticuerpos CCR2-03 y 06 no
modifican su unión al receptor en presencia del ligando, la unión de los anticuerpos
CCR2-04 y CCR2-05 desaparece. Este hecho indica que el CCR2-03 y el CCR2-06
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pueden unirse símultaneamente con el propio MCP-í al CCR2, es decir reconocen
diferentes regiones del receptor, mientras que el 04 y el 05 no lo hacen, hecho coherente
con su caracter antagonista. El anticuerpo CCR2-0 1 sin embargo, incrementa su unión
al CCR2 cuando el MCP- 1 está unido al mismo, es decir, este anticuerpo está
reconociendo mejor la conformación activa del receptor, lo que sugiere que los
receptores acoplados a proteínas U estarían en un equilibrio entre una conformación
inactiva y otra activa. El ligando y los agonistas desplazarían este equilibrio hacia la
forma activa, mientras que un antagonista estabilizaría la conformación inactiva.
La capacidad de los anticuerpos frente al CCR2 de bloquear la actividad del
ligando o de estimular el receptor, no sólo nos ayuda a identificar las regiones del
receptor implicadas en la interacción con el ligando y aquellas regiones necesarias para
la activación del mismo, sino que también nos ofrecen la capacidad de bloquear o
activar de forma específica al CCR2. No hay que olvidar que el MCP-í, como es el
caso de muchas otras quimioquinas, es capaz de activar otros receptores de
quimioquinas, como es el CCRíO, y que diferentes quimioquinas son capaces de
inducir señalización a través de su interacción con el CCR2 (MCP-2, -3, -4, -5)
(RoIlins, et al. 1997). Estos anticuerpos, dada su especificidad, permiten definir si la
activación específica del CCR2 está implicada en una determinada patología o bien si
otros receptores de quimioquinas pueden también estar implicados, en otras palabras,
definir a la activación de qué receptor se debe el efecto observado.
En estudios de citometría de flujo, los anticuerpos anti-CCR2 (representados
por el CCR2-05) reconocen el CCR2 expresado en líneas celulares monocíticas
humanas (THP-í, Mono Mac 1), así como en células HEK-293 transfectadas con el
CCR2. A pesar del alto grado de homología existente entre los diferentes receptores de
quimioquinas, que llega a ser del 100% en algunas regiones (por ejemplo el tercer bucle
extracelular del CCR2 y del CCR5 son idénticos), los anticuerpos obtenidos sólo
reconocen al CCR2. De hecho, no tienen unión en células HEK-293 sin transfectar o
transfectadas con otros receptores de quimioquinas, como CCR5, CCR6, CCR3,
CXCR3, etc. Así mismo, tampoco se unen a células Jurkat, línea celular T que expresa
de forma constitutiva diversos receptores de quimioquinas, pero no CCR2, unión que sí
se observa cuando estas mismas células son transfectadas con él.
Una vez definida la especificidad de los anticuerpos obtenidos, nos propusimos
analizar la expresión del CCR2 en linfocitos procedentes de sangre periférica y de
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amígdalas, así como la influencia que tiene la activación de estas células sobre la
expresión del CCR2. En experimentos de citometría de flujo empleando nuestros
anticuerpos monoclonales, se detecta la expresión de CCR2 en una fracción
significativa de células B (40-70%) procedentes tanto de sangre periférica como de
amígdalas, así como una fracción minoritaria de células T CD4 + no activadas. Tras la
activación con mitógenos la expresión de CCR2 en células B y en la población de
monocitos/macrófagos no varía, sin embargo la expresión en células T aumenta,
llegando a ser de hasta un 85% en las células CD44, y menor en las células CD84. Este
patrón de expresión del CCR2 es similar al previamente descrito (Qin el al. 1996),
según el cual este receptor se expresa en células T activadas y en monocitos. Sin
embargo, en el referido estudio no se describe la expresión de CCR2 en células B.
Estas diferencias pueden deberse a las características de afinidad y al epítopo
reconocido por los anticuerpos empleados en los diferentes estudios. En la literatura
existen numerosos ejemplos de diferencias en la expresión de receptores de
quimioquinas, no siempre atribuibles a diferencias en las herramientas empleadas para
la detección de los receptores sino que reflejan fundamentalmente la alta variabilidad en
la expresión que existe de un donante a otro así como con el tipo de activación y la
duración de la misma.
El papel de las quimioquinas en las células B no está tan claro como en las
células T. Se ha demostrado quimiotaxis e inducción de proliferación de células B
inducida por diferentes quimioquinas como son SDF- la, IP-9, MIP- la and MIP- 113
(Zipfel el al. 1989 ; SchaII el al. 1993), indicando que deben expresarse los
receptores de quimioquinas apropiados capaces de traducir las señales que llevan a la
migración y activación celular. Así se ha descrito la expresión en esas células de
CXCR5 (Fórster el al. 1996) y de CXCR4 (Vicente-Manzanares el al. 1998) como
receptores con una completa funcionalidad. Mediante ensayos de southern blot y el uso
de anticuemos monoclonales demostramos que las células B también expresan CCR2.
Este receptor es funcional ya que tanto el MCP- 1 como el anticuerpo CCR2-02 son
capaces de inducir la migración de estas células, migración que es bloqueada
especificamente por el tratamiento con PTX y por el anticuerpo CCR2-05. La
migración inducida en las células B difiere sin embargo de la inducida por el MCP-í en
monocitos o linfocitos T activados ya que requiere tiempos más largos. Este hecho se
puede deber al bajo número de receptores presentes en la superficie de los linfocitos B,
a pesar del pooí intracelular de CCR2 presente o a que los mecanismos de señalización
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inducidos por MCP- 1 en estas células difieren de los conocidos para otros tipos
celulares. De hecho se sabe que las vias de señalización activadas através de los
receptores de quimioquinas se pueden integrar de forma diferente dependiendo del tipo
celular. En la literatura aparecen diversos datos que indican que sobre las células B
actuarían más las quimioquinas constitutivas, que intervienen en fenómenos de
“homing”, mientras que jugarían un papel más secundario las quimioquinas
proinflamatorias. Nuestros datos sostienen ésta hipótesis ya que la migración de
células B inducida por el MCP- 1 se obtiene en condiciones más exigentes, que la
inducida por SDF- la en las mismas células. El papel que juega el CCR2 en los
linfocitos B queda todavía porelucidar.
Polarización celular y expresión de receptores de quintioquinas.
Cuando un tejido es dañado o se produce una infección local, se origina una
respuesta inflamatoria, caracterizada por un aumento del flujo sanguíneo, de la
permeabilidad capilar y de lamigración de leucocitos al area afectada. La migración de
leucocitos juega un papel fundamental en las respuestas inmune e inflamatoria lo que
explica el considerable esfuerzo realizado en dilucidar la naturaleza de los motores
celulares, las adhesiones con el substrato y las señales migratorias que regulan el
comportamiento leucocitario. El movimiento de leucocitos implica diferentes
fenómenos que incluyen cambios en la forma celular, en la afinidad de integrinas y en
la recirculación de integrinas al frente de avance celular. Estos sucesos, que implican
una polarización celular, parecen estar mediados por señales de fosforilación inducidas
a través de receptores de quiinioquinas aunque las vías de señalización implicadas no
están claramente definidas.
Además de en la migración, la polarización de leucocitos ha sido implicada en
muchos procesos celulares, entre los que se incluyen la diferenciación celular, el
transporte vectorial de moléculas a través de membranas celulares, la inducción de las
respuestas inmunes, las interacciones entre linfocitos T y células presentadoras de
antígeno, el reconocimiento y muerte de células diana por células citotóxicas y la
interacción entre células T y B durante los procesos de presentación de antígenos
(Drubin y Nelson, 1996 ; Wilkinson, 1986; Negulescu et al. 1996 ; Donnadieu
et al. 1994 ; Helander el al. 1996 ; Kupfery Singer, 1989). Las quimioquinas y
algunas citoquinas son capaces de inducir cambios morfológicos dramáticos en los
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linfocitos T que llevan a su polarización, resultando en la fonnación de un apéndice en
la parte posterior denominado urópodo y extensiones citoplasmáticas en el frente de
avance celular (lamelipodias). Al incubar linfoblastos T con MCP-l se observa una
rápida polarización celular que origina además la redistribución del CCR2 al frente de
avance de la célula. En presencia de un gradiente quimiotáctico, el cluster de CCR2 está
orientado hacia la fuente de origen quimioatrayente. Parece por lo tanto plausible que
esta distribución espacial de receptores de quimioquinas juege un papel decisivo en
dirigir el movimiento celular hacia el gradiente quimiotáctico.
El uso de microscopia de fluorescencia de doble color nos ha permitido concluir
que el CCR2 se localiza en el frente de avance de los linfocitos que están migrando.
Estos datos se confirmaron mediante microscopia confocal, que muestra la presencia
del CCR2 en la zona de la célula que está en contacto con el substrato. En el lado
opuesto de la célula, el urópodo, y en diferente plano se encuentran las moléculas de
adhesión que intervendrían en el reclutamiento de otras células. Este proceso es
especifico de determinadas proteínas de membrana implicadas en migración ya que
otros receptores como son el de IL-2, TNF tipo 1 o el TGF-13 II, ni se redistribuyen ni
forman clusters durante la polarización.
Otras quimioquinas (RANTES e Ji-E), factores quimiotácticos como las
citoquinas It-2 e IL-15 y otros agentes capaces de inducir la polarización de células T
(mAb anti-ICAM3 y CD43) también inducen la redistribución del CCR2. En claro
contraste la citoquina proinflamatoria TNF-ct, que no es capaz de inducir polarización,
no afecta a la redistribución de receptores de quimioquinas. De mayor interés si cabe
es el hecho d que frente a un estímulo polarizante, ya sean quimioquinas, citoquinas o
anticuerpo monoclonales, se produce redistribución no sólo del CCR2 sino también de
otros receptores de quimioquinas, como es el CCR5, al frente de avance. Esto indicaría
que la polarización de leucocitos se correlaciona con la adquisición de un fenotipo
migratorio, con los receptores de quimioquinas en el frente de avance, fenotipo que es
independiente del estímulo quimioatrayente. El conjunto de estos resultados indica la
especialización en diferentes dominios que tiene lugar en linfocitos T activados durante
la migración. Los receptores implicados en la detección del gradiente quimiotáctico se
localizan en un polo celular, mientras que en el otro, los receptores implicados en
adhesión celular reclutarían leucocitos cercanos.
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Las quimioquinas también han sido descritas como moduladores de la motilidad
celular y de la actividad citotóxica de las células NK (Allavena el al. 1994; Loetscher
el al. 1996 ; Nieto el al. 1998). De hecho son capaces de inducir la polarización de
estas células cuando están unidas a matriz extracelular o endotelial, polarización que xa
acompañada de la redistribución de receptores de adhesión (ICAM-l e ICAM-3) al
urópodo (Nieto el al. 1998). Como ocurre en los linfocitos T, los receptores de
quimioquinas CCR2 y CCRS también se localizan en el frente de avance de las células
NK, redistibución que se correlaciona con la adquisición de un fenotipo migratorio.
Este “cLister” de receptores funcionaria tanto en células T como en NK siendo el
mecanismo que dirigiría a las células durante la migración (Nieto el al. 1997, Nieto el
al. 1998). El papel de los receptores de quimioquinas iría más allá de este papel; en el
caso de las células NK hemos observado que contactan con las células diana a través
del frente de avance, región donde se concentran los receptores de quimioquinas. La
redistribución de moléculas de adhesión y receptores de quimioquinas a poíos opuestos
de las células T y NK, sugiere la formación de regiones funcionalmente especializadas.
Así la redistribución de receptores en células NK se mantiene no sólo durante la
migración sino también cuando están unidas a su diana. Más aún, la inhibición de la
polarización celular y de la redistribución de receptores bloquea la formación de
conjugados entre célula efectora y célula diana así como la citotoxicidad mediada por
celulas NK, demostrando por lo tanto la importancia funcional de este fenómeno.
Dentro de estos dominios funcionales generados por la polarización, el frente de
avance, rico en receptores de quimioquinas, está implicado en la adhesión a la célula
diana, en la liberación de gránulos durante los fenómenos de citotoxicidad además de
dirigir a la célula durante la migración (Lang el al. 1992). El urópodo, que acumula
ICAM, estaría implicado en el reclutamiento de leucocitos. De hecho los contactos
célula-célula através del urópodo parecen reclutar células NK adicionales a las cercanías
de la célula diana, del mismo modo que ocurre en el caso de células T en las cuales la
redistribución de ICAM al urópodo sirve de mecanismo de amplificación en el
reclutamiento de linfocitos durante la extravasación y migración hacia el foco
inflamatorio (del Pozo el al. 1996 ; del Pozo el al. 1997).
El papel que juegan segundos mensajeros como el calcio, el AMPe, las protein
quinasas A y C, la PI3K y pequeñas GTPasas de la familia Rho en los mecanismos que
gobiernan la polarización celular y redistribución de receptores de superficie ha sido
descrita por diferentes autores (Sanchez-Madrid y del Pozo, 1999). Pues bien,
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muchas de estas vías son activadas a través de receptores de quimioquinas (Bokocb,
1995). Todos estos datos demuestran la importancia de las quimioquinas en la
migración celular y su implicación en fenómenos de reorganización del citoesqueleto,
polarización celular y qmmiotaxís.
Papel biológico del receptor CCR2 durante la infección por HIV-1
La caracterización de receptores de quimioquinas y de las vías de señalización
que emplean para su activación tiene una aplicación inmediata en las diferentes
patologías en las que las quimioquinas juegan algún papel. Dentro de estas patologías
adquiere una relevancia particular el caso de la infección por HIV- 1. La identificación
de la actividad supresora del virus que poseen las quimioquinas MIP-ícx, MIP-113 y
RANTES (Cocchi el al. 1995) así como la demostración de que los receptores de
quimioquinas CXCR4 (Feng el al. 1996 ) y CCR5 (Samson el al. 1996) eran capaces
de actuar como coreceptores para diferentes cepas del HIV- 1 supuso un creciente
interés en el estudio de las quimioquinas y de las características estructurales y
funcionales de sus receptores.
La entrada del HIV-í en la célula es un proceso que consta de diversos pasos.
Las glicoproteinas de la envuelta del virus interaccionan con el CD4 presente en la
célula diana concentrando al virus en la superficie celular y posibilitando los cambios
conformacionales necesarios en las proteínas de la envuelta del virus para que pueda
interaccionar con el receptor de quimioquinas. Sin embargo, es la interacción
subsiguiente con el receptor de quimioquinas adecuado la que dispara los cambios
conformacionales necesarios que llevan a la fusión entre la envuelta del virus y la
membrana celular (Berger el al. 1999).
Una de las incógnitas que se plantean actualmente y que es de particular interés
a la hora de diseñar vacunas o fármacos que impidan la infección por HIV-1 se refiere a
las zonas del receptor de laquimioquina que sirven de anclaje al virus. Su estudio se ha
llevado a cabo con quimeras y mutantes de receptores. Hoy parece claro que las
interacciones entre el virus y los receptores de quimioquinas son complejas e implican
tanto al extremo amino terminal como a los tres bucles extracelulares (Doms y Pe¡pert,
1997). El extremo amino terminal del CCR5 parece ser de panicular interés ya que
parece capaz de conferir funcionalidad como coreceptor a otros receptores de
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quimioquinas (Doranz el al. 1997a). Para algunas cepas, sin embargo, no parece que
esta región juegue un papel tan importante, siendo la zona principal de interacción la
correspondiente a los bucles extracelulares, fundamentalmente el segundo (Doms y
Peipert, 1997). Este parece ser también el caso del CXCR4, donde los loops
extracelulares y no el extremo amino parecen ser los determinantes cruciales para la
interacción de las cepas X4 estudiadas hasta el momento (Brelot el al. 1997 ; Lu el al.
1997, Doranz el al. 1999).
Pero el estudio no se ha quedado sólo en la identificación de epítopos sino que
basandose en estos resultados se han diseñado agentes capaces de bloquear el
coreceptor, entre los que cabe incluir las propias quimioquinas y sus derivados (AOP-
RANTES, Met-RANTES)(Arenzana-Seisdedos et al. 1996 ; Simmons el al. 1997),
anticuerpos frente a los receptores (McKnight el al. 1997 ; Wu el al. 1997a ; Wu et
al. 1997b), e incluso compuestos de bajo peso molecular (T22, ALX4O-4C) (Doranz
el al. 1997b ; Howard el al. 1998). Otras vias de investigación se refieren a modular
la expresión de estos receptores, mediante terapia génica (intraquinas) (Chen el al.
1997 ; Yang el al. 1997), o incluso mediante ligandos que induzcan la intemalización
del receptor.
En primer lugar parece razonable pensar que al unirse tanto la quimioquina
como el virus al mismo receptor el bloqueo que laproteína realiza a la infección suceda
por un impedimento estérico que haga imposible la interacción entre virus y receptor
en presencia de quimioquina. Diferentes autores apoyan esta hipótesis, sin embargo,
han sido descritos anticuerpos frente al CCR5 capaces de bloquear la interaccion
quimioquina-receptor sin afectar la interacción HIV- 1-receptor y viceversa, hecho que
sugiere que virus y quimioquinas interaccionan con diferentes regiones del receptor,
pudiendo por lo tanto coexistir sobre el receptor. En nuestro caso y empleando como
modelo el CCR2 y contando con los anticuerpos monoclonales generados como
herramientas, llegamos a conclusiones parecidas. Los anticuerpos obtenidos frente al
tercer bucle extracelular del CCR2 son incapaces per se de neutralizar la infección por
HIV-í, sin embargo dos de ellos son capaces de inhibir la unión del MCP-l al CCR2 y
de hecho son capaces de revertir el efecto neutralizante del MCP- 1. Estos datos
sugieren que el MCP- 1 interacciona fundamentalmente con el tercer bucle extracelular
del receptor, bucle que no estaría implicado en la interacción con el virus. El uso de los
anticuerpos obtenidos frente al extremo amino del CCR2 nos permite completar la
visión sobre la interacción entre el virus y la quimioquina con el receptor. De los dos
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anticuerpos dirigidos contra esta región (CCR2-0í y 02), uno de ellos (CCR2-02) es
capaz de mimetizar los efectos del MCP- 1, comportandose por lo tanto como un
agonista. Este anticuerpo además de inducir movilización de calcio y migración de
células que expresan el CCR2, también es capaz de neutralizar la infección por HIV- 1.
A pesar de que este hecho sugiere que el virus reconoce regiones diferentes a las
reconocidas por el MCP- 1, no se puede descartar que la actividad neutralizante de este
anticuerpo se deba a la activación del CCR2 y que por tanto la señalización a través del
receptor de quimioquinas fuese imprescindible para la infección por HIV- 1. Sin
embargo el anticuerpo CCR2-0 1, que también reconoce el extremo amino del receptor,
no induce ninguna señalización através del CCR2 ni tampoco afecta a la unión del
MCP-í ni a las señales que esta quimioquina induce. Este anticuerpo no induce
tampoco la internalización del CCR2, mecanismo que ha sido sugerido en la
bibliografía como responsable de la neutralización de HIV- 1 inducida por las
quimioquinas (Amara el al. 1997 ; Mack el al. 1998), sin embargo el anticuerpo es
capaz de bloquear al HIV-í, lo que indica una clara separación entre las regiones del
receptor implicadas en unión con la quimioquina y en la unión del HIV- 1.
Con todos los datos mostrados se demuestra que el MCP- 1 y el virus del SIDA
interaccionan con diferentes regiones del CCR2. Aunque la unión del virus al receptor
de quimioquinas sea capaz de activar alguna vía de señalización (Litttnan, 1998), la
señalización a través del CCR2 no es necesaria para bloquear la infección. A pesar de
que la internalización de receptores de quimioquinas puede y debe ser uno de los
mecanismos por el cual las quimioquinas inhiben la infección (Amara el al. 1997
Baggiolini y Moser, 1997b), la infección se puede bloquear mediante anticuerpos
monoclonales que no inducen internalización del receptor.
Parece razonable pensar que tanto el MCP-í como los anticuerpos CCR2-0l y
02 al interaccionar con el CCR2 inducen un cambio conformacional en el mismo que
hace imposible la interacción con el HIV- 1. En función de los datos de activación de
JAK/STAT inducido por MCP- 1 y de acuerdo con los datos conocidos para esta vía en
receptores de factores de crecimiento y citoquinas, nosotros sugerimos que ese cambio
conformacional consiste en la dimerización de receptores de quimioquinas.
A pesar de la escasa relevancia que parece tener el CCR2 como coreceptor del
HIV- 1 (Hoffman el al. 1998a) se ha descrito la existencia de un polimorfismo en el
CCR2, el CCR2-V641 (Smith el al. 1997a ; Smith et al. 1997b ; Kostr¡kis et al.
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1998), que posee una mutación puntual que afecta al residuo vaiina 64 que es mutado
por un residuo isoleucina y que a pesar de no tener ningún efecto sobre la transmisión
inicial del H1V-l, los sujetos seropositivos con el alelo CCR2-V641 progresan más
lentamente que los que llevan el CCR2 nativo. Este efecto parece ser aditivo con el
alelo CCR5A32 (Dean el aL 1996 ; Benkirane el al. 1997). Esta mutación en el
CCR2, no afecta a la expresión de coreceptores ni a la capacidad de unión de las
quimioquinas ni a la actividad como co-receptor del HIV-l (Lee el al. 1998). Se ha
sugerido que el alelo CCR2-V641 esté asociado a otros polimorfismos que afecten a la
expresión o a la función del CCR5 (Kostrikis el al. 1998), aunque no existen
evidencias de este hecho. Sin embargo y de forma sorprendente, existe una relación
entre la presencia del CCR2-V641 y niveles menores de CXCR4 en donantes sanos
(Lee el al. 1998). El mecanismo por el cual se afecta al CXCR4 no se deben a efectos
genéticos ya que los genes que codifican a estos dos receptores, al contrario que CCR2
y CCRS, están localizados en cromosomas diferentes. Todos estos hechos sugieren
que debe existir una relación entre los diferentes receptores de quimioquinas y que la
expresión de los mismos no se explica de forma individual sino de forma global,
existiendo patrones de expresión coordinados, en los cuales la presencia de un
determinado receptor de quimioquinas y/o su activación puede influir drásticamente
sobre la expresión y/o activación.
Señales tempranas mediadas por el CCR2: activación de la via JAKISTAT
La migración de leucocitos a lugares de inflamación es un proceso complejo en
que diferentes moléculas de la superficie celular, entre las que se incluyen las moléculas
de adhesión y las integrinas y sus ligandos que actuando de forma coordinada
regulanla migración celular. Mediadores celulares, principalmente quimioquinas,
también juegan un papel central en la activación de linfocitos y en guiarlos hacia los
tejidos diana. Es conocido que las quimioquinas se unen a receptores acoplados a
proteínas O e inducen cambios en los niveles intracelulares de AiMPc, activan
fosfolipasa C y aumentan la fosforilación en tirosinas. A pesar de esto la señalización
inducida por quimioquinas sigue siendo bastante desconocida, sobre todo los pasos
iniciales que descubren toda la vía de señalización.
El MCP- 1 fué descrito inicialmente como un potente quimiotrayente para
monocitos que se une fundamentalmente al receptor CCR2 (Power et al. 1995). En
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células monociticas humanas, Mono Mac 1, que expresan este receptor, el MCP- 1
induce movilización de calcio y migración, procesos que son bloqueados por la toxina
de pertussis, pero no por la toxina del cólera (Bokoch, 1995), implicando a una
proteína O del tipo Gi en la señalización inducida por esta qulmioquina, como era de
esperar por los datos previamente descritos en la bibliografía (Bokoch, 1995 ; Charo
el al. 1994). Efectivamente, tras la activación con MCP- 1 la proteína Ui se asocia
rapidamente al receptor (dentro de los primeros 30 segundos). Esto confirma datos
previamente publicados que indican que otros receptores de quimioquinas, como el
CXCRl/2 unen Gcxi en respuesta a 1L8 (Damaj el al. 1996) y los extiende a miembros
de la familia CC. A pesar de la unión de la proteína Gi al CCR2 y las implicaciones
que este hecho tiene en la señalización subsiguiente a la unión del MCP- 1, no se puede
excluir la participación de otras proteínas U. Así se ha demostrado recientemente el
hecho de que la asociación de un determinado receptor de quimioquinas a diferentes
proteínas U depende no sólo del receptor sino también de la línea celular empleada
(Aral y Charo, 1996).
Las quimioquinas también inducen un aumento en la actividad tirosin-quinasa;
recientemente se ha descrito que RANTES induce la activación y el ensamblaje de
complejos macromoleculares de adhesión focal y provoca la adhesión homotípica de
FAK
linfocitos T mediante la fosforilación de pí25 y de ZAP-70 (Bacon el al. 1996).
De hecho, tras la activación con MCP- 1, observamos que el propio CCR2 es
fosforilado en residuos de tirosina muy rapidamente.
Los diferentes ensayos llevados a cabo para identificar a la quinasa responsable
de la fosforilación del CCR2 nos llevaron a la identificación de JAK2 como la quinasa
responsable de la activación temprana de este receptor en las células Mono Mac 1. Esta
quinasa, perteneciente a la familia de las denominadas quinasas JANUS, se asocia al
receptor rapidamente y lo fosforila incluso en presencia de PTX, lo que indica que la
proteína Gi no interviene en este proceso; sin embargo la asociación es temporal y
JAK2 termina disociandose del receptor. Este proceso si es mediado por la vía de la
proteína Gi ya que no se produce cuando las células son tratadas previamente con
PTX.. El hecho de que en receptores de citoquinas, JAK esté asociada constitutivamente
al receptor y que se active en respuesta al ligando, sugiere que aunque los receptores de
quimioquinas y de citoquinas compartan vías de señalización la regulación de las
mismas varía entre estas dos familias de receptores.
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De acuerdo con el papel asignado a quinasas de la familia JANUS en la
señalización mediada por receptores de factores de crecimiento hematopoieticos
(Liitticken el al. 1994), modelo éste donde más se ha estudiado, era de esperar que
tras la unión de MCP-í al receptor se produjera la activación de factores de
trancripción mediada por JAK2. De hecho ocurre así, STAT3 se asocia al CCR2 y se
fosforila en residuos de tirosina en respuesta a la activación por MCP- 1. Puede por lo
tanto decirse que la activación y asociación de JAK2 al receptor crea sitios de anclaje
para proteínas que contienen dominios 5H2, como es el caso de los factores de
transcripción de la familia STAT, que llevan a su fosforilación y la activación de la
transcripeion.
Cuando las células Mono Mac 1 son tratadas con un inhibidor específico de las
JANUS quinasas y más concretamente de JAK2, la tirfostina B42, se bloquean todos
los efectos biológicos promovidos por MCP- 1. Este hecho apoya y confirma la
participación de la v~ JAK/STAT en la señalización temprana através del CCR2,
incluyendo su participación en la asociación de Gi al CCR2. Este hecho es
absolutamente novedoso ya que hasta ahora se pensaba que la asociación y activación
de la proteína U era el primer paso para la señalización por receptores de 7 TM. Este
resultado, junto a la asociación de JAK2 al CCR2 en células tratadas con PTX, indica
que el primer suceso tras la unión del MCP-í a su receptor es la asociación de la
quinasa JAK2. Los cambios conformacionales que promueve tanto la unión del
ligando como la asociación de esta quinasa, descubren el sitio de asociación de la
proteína Gi en un lugar situado, probablemente, en el segundo bucle intracelular, como
ocurre en el caso de otros receptores de quimioquinas como, por ejemplo, en el del
receptor de IL-8 (Damaj el al. 1996). Estos hechos situan a tirosin quinasas de la
familia de las JAKs en el punto clave de la activación a través de receptores de
quimioquinas ya que serian responsables no sólo de los efectos mediados clasicamente
por ellas, como es el caso de la activación de factores de transcripción de la familia
STAT, sino también de la activación de la proteína U y por lo tanto de la señalización
que este hecho conlíeva. Un esuqema de estos eventos se muestra en la Figura 65.
139
Activación de STATs 




Mobilización de calcio 
Figura 65. Modelo de los primeros eventos que se originan en la señalización por quimioquinas. 
;Qué residuos de tirosina en el receptor son susceptibles de ser fosforilados por 
JAK2? 
El examen de la secuencia del CCR2 nos permite identificar diversas tirosinas 
en el segundo bucle intracelular y en el extremo carboxilo terminal del mismo como 
posibles dianas para la asociación de JAK2. Entre ellas, la Tyr 139 que se encuentra 
localizada en un motivo altamente conservado dentro de la familia de receptores de 
quimioquinas, presente en el segundo loop intracelular (DRYLAIV). Este dominio 
incluye residuos críticos para la activación de receptores acoplados a proteínas G y está 
presente en otros receptores de siete dominios transmembrana, como el de angiotensina 
II, donde también se ha descrito la activación de la vía JAK2/STAT inducida por 
ligando (McWhinney et al. 1997). Además, esta tirosina es la única presente en el 
receptor CCR2A, este receptor es una variante que se genera de forma natural por 
splicing alternativo, y tiene una secuencia idéntica a la del CCR2B a lo largo de todos 
los segmentos transmembrana y los bucles intra y extracelulares, diferenciandose 
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solamente en la presencia de un extremo carboxilo terminal más corto y con una
secuencia totalmente diferente (Charo el al. 1994). A pesar de estas diferencias e]
CCR2A es capaz de unir MCP- 1 con alta afinidad y de mediar las respuestas inducidas
por este ligando(Charo el al. 1994). Estos datos sugieren que las tirosinas presentes
en el extremo carboxilo terminal del CCR2B no estarían implicadas en la activación
temprana del receptor y por ello nos centramos en la Y139, presente en ambos
receptores y altamente conservada en todos los receptores de quimioquinas. Generamos
un receptor CCR2B en el que se sustituye la tirosina 139 por fenilalanina
(CCR2BYl39F). Tras la expresión de este receptor en células HEK-293 se vió que
aunque este receptor es capaz de unir MCP- 1 con la misma efectividad que lo hace el
receptor nativo, es incapaz de inducir respuestas funcionales tales como movilización de
calcio o migración. Además demostramos que ésta falta de respuesta se debe a la
ausencia de asociación de JAK2 al receptor que origina la falta de fosforilación del
receptor y de asociación de la proteína Gi. Como ya hemos dicho, esta tirosina 139 es
parte del motivo DRY presente en la mayoría de GPCRs. Estudios previos asignaron
un papel decisivo a los residuos Arginina y aspartico de éste motivo en la señalización
mediada por otros GPCRs (Scheer el al. 1996).
Todos estos datos configuran un modelo en el cual la asociación de Gi a los
receptores de quimioquinas es una consecuencia de los cambios conformacionales
inducidos por la unión del ligando y porla activación de miembros de la familia de las
JANUS quinasas. Por otro lado, la relación JAK/STAT con receptores de 7 TM se
conoce y de hecho la fosforilación en tirosinas del motivo DRY del receptor
adrenérgico j32 se ha sugerido como la responsable de unir este receptor con la via de
señalización del receptor de IGF- 1 (Karoor y Malbon, 1996). Así mismo se ha
descrito la activación de factores de transcripción de la familia STAT a través de otros
GPCRs como son el receptor 5-HT2A de serotonina (Guillet-Deniau el al. 1997), el
AT1 de angiotensina (Ah eta. 1997) o el receptor quimiotáctico cARl de Dictyoselum,
activación que es independiente de la activación de la proteina U (Araki et a.l 1998),
Este último caso está de acuerdo con nuestras observaciones, donde la activación de la
vía JAK/STAT por MCP- 1 no es bloqueada porel tratamiento con toxina de pertussis,
indicando que es una vía independiente de la activación de la proteína Ucd. Sin
embargo, tanto en el receptor cAR 1 de Dictyoselum como en los receptores de
quimioquinas, la proteína U puede tener un papel regulador de la activación de la via
JAK/STAT. En el caso del CCR2, observamos que mientras que la asociación de
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JAK2 al CCR2 es independiente de la proteína U, no ocurre lo mismo con la
disociación. El pretratamiento de las células con PTX afecta a la disociación de JAK
del receptor, pennaneciendo esta quinasa asociada durante más tiempo.
Este hecho nos llevó a identificar proteínas que pudieran estar implicadas en esta
regulación. Así encontramos que la fosfatasa Shpl se asocia al CCR2 tras la activación
con MCP- 1, con una cinética que coincide con la disociación de JAK del receptor.
Estos datos están de acuerdo con el papel asignado a fosfotirosin fosfatasas en la
regulación de la via JAK/STAT en otros modelos como por ejemplo en el caso de la
hormona del crecimiento (Gebert et al. 1999). Además cuando las células son tratadas
con PTX, Shp 1 no se asocia al CCR2, indicando que esta asociación requiere la
activación de laproteína U. Esta fosfatasapuede ser por lo tanto un candidato a regular
la activación de JAK/STAT mediada por quimioquinas. En este sentido miembros de la
familia de las tirosin-fosfatasas han sido implicados en el control de la vía JAK/STAT
activada tras la estimulación de receptores de siete dominios transmembrana acoplados
a proteína U (Venema el a.l 1998). Así mismo se ha descrito la activación de fosfatasas
Shp en el control de activación de STAT (Scbaper el al. 1998). La identificación de la
via JAKJSTAT y su posible regulación por Shp- 1 como un evento muy temprano en la
señalización inducida por quimioquinas tiene importantes consecuencias ya que las
quimioquinas podrían emplear vías alternativas de señalización que permitiesen
respuestas precisas a un determinado estímulo dependiendo del tipo celular y de su
estadio de diferenciación.
De acuerdo con datos aparecidos recientemente en la literatura que sugieren la
modulación de la via de JAK por otros UPCR (Marrero el al. 1995) incluyendo
receptores de quimioquinas, (Wong y Fish, 1998) así como la dimerización del
receptor ¡3-adrenérgico inducida por ligando (Hebert el al. 1996) y del receptor 6
opiode (Cvejic and Dey! 1997,), nosotros postulamos que la dimerización de
receptores de quimioquinas puede ser elprimer evento que sigue a la unión del ligando
a receptores acoplados a proteínas U. Debido a la rapidez con la que se manifiestan las
respuestas fisiológicas tras la activación de estos receptores, sugerimos que el receptor
existiría como un equilibrio entre la forma inactiva (monómero) y la activa (Dímero); el
ligando promovería cambios conformacionales que estabilizan la forma dimérica del
receptor. Esto explicaría que se detecte fosforilación basal del receptor así como
asociación basal de Ui aún en ausencia de activación. En este mismo sentido, la co-
transfección de células con el receptor CCR2 nativo y el mutante no funcional
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CCR2BYí 39F, demuestra que este último actua como dominante negativo. Finalmente,
la hipotesis planteada abre nuevas posibilidades en cuanto a nuevas soluciones
terapeúticas a enfennedades en las cuales las quimioquinas juegan un papel
fundamental, como es el caso de la artritis reumatoide, etc, tomando como base el
bloqueo de la dimerización parael tratamiento de las mismas. Así mismo en el caso del
111V- 1 se abren nuevas e interesantes perspectivas ya que la dimerización de receptores
de quimioquinas podría afectar la interacción con el HIN- 1.
Otras tirosin quinasas activadas por MCP-1
En los primeros estudios realizados para observar la relevancia de la
fosforilación en tirosinas en la señalización mediada por quimioquinas, se podían
observar diferentes proteínas que se fosforilaban en respuesta al MCP- 1. Como ya
hemos comentado una de estas proteínas fosforiladas en tirosinas se corresponde con el
propio receptor y otra con JAK2. Una diferencia claramente apreciable es que el
tratamiento con PTX no era capaz de bloquear lo fosforilación de JAK2, mientras que
bloqueaba de forma parcial la fosforilación del CCR2 y totalmente las de las otras dos
proteínas predominantes de peso molecular 70 y 125 kDa. Estos datos, junto al hecho
de que el receptor permanezca fosforilado en residuos de tirosinas a tiempos en los que
JAK2 ya no está asociada al mismo, indica la presencia de otras quinasas que fosforilan
al receptor de una forma dependiente de la proteína Gui.
En el caso de RANTES, se ha demostrado que en linfocitos T induce la
fosforilación en residuos de tirosina y la activación de diferentes substratos entre los
FAK
que se incluyen las quinasas ZAP-70, pl2S y Pyk-2 (Racon el al. 1996 ; Davis et
al. 1997). La activación de estas quinasas otorga a RANTES el potencial de activar una
serie de eventos moleculares y así influir sobre la activación de los linfocitos T,
transcripción de genes, progresión en el ciclo celular e incluso supervivencia celular.
De hecho RANTES induce la formación de un complejo funcional que consiste de
FAR
p125 , ZAP-70 y la proteína de adhesión focal, Paxilina, indicando que estas
moléculas pueden ser necesarias para la formación de adhesiones focales en células T
que se originan en respuesta a la estimulación con RANTES ( Bacon el al. 1996
Davis el al. 1997).
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En el caso de la activación del CCR2, observamos que las quinasas p125 y la
quinasa homóloga de ZAP-70 en células monocíticas , Syk, se fosforilan en residuos
tirosina tras la estimulación con MCP-í de las células Mono Mac 1. Esta fosforilación
FAK
es máxima a tiempos (10 mm para pi25 y 15 mm para Syk) en los cuales JAK2 ya
no está fosforilado. Además de la fosforilación de estas proteínas, también observamos
su asociación al CCR2 de manera dependiente de la activación de la proteína Ucd, ya
que es bloqueable por el tratamiento con PTX de las células.
La activación de laproteína Ui y por tanto la liberación del complejo 13y ha sido
implicada en fenómenos de qulmiotaxis y recirculación de receptores (Aral el al.
FAK
1997a). También se ha demostrado la relación entre pl2S y proteínas del
citoesqueleto y fenómenos de migración (Sieg et al. 1998). La quimiotaxis implica a
distintos fenómenos entre los que se incluye cambios en la forma celular,en la afinidad
de las integrinas y en la recirculación de integrinas al frente de avance celular (Lawson
y Maxfield, 1996; Condeelis, 1993). Estos eventos parecen estar mediados por la
activación de proteínas U así como por señales de fosforilación mediadas por los
receptores de quimioquinas (Bokocb, 1995). En fibroblastos y en células de músculo
liso, la regulación de la quinasa de adhesion focal y de su interacción con proteínas del
citoesqueleto como cx-actinina, talma y vinculina, ha sido objeto de mucha atención con
respecto a su papel en la polarización celular y en lamigración (Mlyamoto el al. 1995;
Clark y Brugge, 1995). Como hemos visto previamente, en respuesta a la activación
con MCP-í, los linfoblastos se polarizan, proceso durante el cual el CCR2 se
FAK
redistribuye al frente de avance de la célula y el pl2S se asocia al receptor. Ambos
sucesos son necesarios para que se produzca la quimiotaxis y ambos son inducidos por
MCP- 1. Lo mismo se puede decir de la redistribución de receptores de quimioquinas,
proceso promovido por MCP- 1 y que parece sercrítico para la migración dirigida hacia
el gradiente quimiotáctico. Todos estos hechos otorgan a las quimioquinas un papel
fundamental en los mecanismos que controlan la migración celular. Parece por lo tanto
que la activación de estas quinasas por quimioquinas podría estar relacionado con el
control de la migración celular por parte de estas proteínas.
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Desensibilizacion e internalización del CCR2
La desensibilización y recirculación de receptores de quinñoquinas parece ser
un mecanismo crítico mediante el cual los leucocitos mantienen su capacidad de detectar
gradientes quiniioatrayentes durante el curso de la respuesta inflamatoria. Estudios
previos han demostrado que receptores de la familiaCXC son fosforilados en residuos
serna por quinasa de la familia GRK (Tard¡f et al. 1993 ;AII el al. 1993 ; Prossnitz
et al. 1995). En este trabajo se demuestra que el CCR2, receptor que pertenence a la
familia CC, también es regulado en células intactas por la GRK2. El fenómeno de la
desensibilización es un proceso complejo en el que intervienen varias moléculas. Se
conoce que la zona de los receptores acoplados a proteínas U más implicada es el
extremo carboxilo terminal, debido al alto número de residuos de serinas y treoninas
que se localizan en esta región y la importancia que tiene la fosforilación de estos
residuos en la desensibilización. De hecho estudios realizados en oocitos de Xenopus
(Franci el al. 1996) relacionan a la URK3 con esa fosforilación en el CCR2B.
Cuando hemos utilizado células HEK-293 transfectadas con el CCR2 demostramos
que no sólo la URK3 sino que también la GRK2 son capaces de fosforilar en serinas
y treoninas al CCR2B. Estudios recientes indican que en realidad sólo se producen
fosforialaciones en residuos de serma (Franci el al. 1996, Haribabu et al. 1997). La
implicación de una u otra quinasa en fenómenos de desensibilización parece estar
definida por la linea celular empleada. De hecho la expresión de URK3 es minoritaria
en la células Mono Mac 1, línea usada como modelo en este trabajo, y la quinasa
responsable de la fosforilación del CCR2 en esta línea celular es la URK2, quinasa muy
abundante en estas células.
Durante el proceso de desensibilización mediado por URK2, tanto la actividad
catalítica de esta enzima como los residuos Ser/Thr del extremo carboxilo terminal del
receptor son críticos. La expresión de URK2 junto al CCR2 es capaz de bloquear las
respuestas inducidas por MCP- 1. Cuando se emplea en vez del receptor nativo un
CCR2 mutante en el que se han eliminado todos los residuos Ser/Thr del extremo
carboxilo, la señal inducida por el MCP- 1 no se inhibe por la co-expresión de URK2
(Franci el al. 1996). El importante papel de la URK2 se demuestra así mismo al co-
expresar el CCR2 con un mutante dominante negativo de la quinasa (Kong el al.
1994); la respuesta celular a un segundo estímulo con MCP-í es equivalente a la
respuesta inicial (Aragay el al. 1998) indicando que a pesar de que este mutante de
URK2 es capaz de asociarse al receptor, la falta de actividad catalítica le impide
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fosforilarle, por lo que no se produce un aumento de la afinidad del mismo por
proteínas reguladoras como la g-anestina que finalmente son las que llevan a la
desensibilización de la respuesta. El mismo tipo de respuesta a un segundo estímulo
con ligando se puede observar mediante la expresión de receptores de quimioquinas
con el extremo carboxilo-terminal truncado o con sus residuos ser/thr mutados
(Mueller et al. 1997).
Es de interés el hecho de que en el receptor CCR2B, la Ser/Thr quinasa
(GRK2) responsable de la desensibilización y la proteína reguladora 3-arrestina se
encuentren asociadas tras la estimulación con MCP- 1. Datos en la literatura indican
que tanto la URK2 (Ruiz-Gómez y Mayor, 1997) como la arrestina (Goodman et al.
1996) colocalizan con receptores ¡3-adrenérgicos en vesículas de internalización.
Aunque el método experimental empleado no nos permite definir sí este complejo
macromolecular está localizado en la membrana plasmática o en vesículas de
endocitosis, nuestros datos indican que tanto la URK2 como la ¡3-arrestina se asocian
con el receptor a los pocos minutos de la estimulación con el ligando iniciando el
proceso de internalización en vesículas de clatrina. Un mecansimo similar podría ser el
empleado por otros UPCRs, URKs y arrestinas.
La capacidad de la URK2 de modular un receptor de quimioquinas de la familia
CC es consistente con los altos niveles de expresión de esta quinasa en monocitos,
granulocitos y lineas celulares linfoides (Chuang el al. 1992) y con el decisivo papel
que juegan los procesos de desensibilización en la migración linfocitaria. Nuestros
datos sugieren que proteínas de la familia de URK juegan un papel esencial en la
modulación de la señalización celular a través de los receptores de quimioquinas y por
lo tanto la regulación de su actividad y de su expresión representa una forma adicional
de regular la respuesta celular a las quimioquinas.
Por lo tanto, el mecanismo implicado en la regulación negativa del CCR2
implica que tras la estimulación con MCP-í se forma un complejo macromolecular
formado por el propio receptor, la URK2, la proteína reguladora 3-arrestina y la
clatrina. Aunque la endocitosis de receptores de quimioquinas no ha sido estudiada en
detalle, hay evidencia de que estos receptores pueden o bien reciclarse o bien entrar en
una vía de degradación a través del compartimento lisosomal; de hecho ha sido
demostrado que el receptor CXCR2 se degrada tras su internalización (Mueller el al.
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1995). Se cree que la recirculación de receptores desde los orgánulos de endocitosis 




Figura 66. Modelo que representa la activación de un receptor de quimioquinas y 105 pasos que 
conducen a su desensibilización. Se localizan también los lugares susceptibles de la acción de los 
distintos inhibidores. 
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Se conoce que la endocitosis de numerosos receptores, incluyendo los
acoplados a proteínas U, requiere de la actividad UTPásica de una proteína citosólica
denominada dinamina. La coexpresión del CXCR2 y un mutante dominante negativo
de la dinamina inhibe la internalización de este receptor (Zhang et al. 1995). Tras la
activación mediada por el ligando y como consecuencia de fosforilación en tirosinas
mediada por Src (Ahnel al. 1997.), la dinamina es reclutada a invaginaciones donde se
une a la cz-adaptina, un componente de las vesículas de clatrina (Wang el al. 1995).
Funcionalmente la dinamina contribuye a la endocitosis catalizando la separación de las
vesículas de endocitosis de la membrana plasmática de una forma dependiente de UTP.
Este proceso también ocurre en la intemalización del CCR5, donde RÁNTES induce la
asociación transitoria entre la dinamina y el receptor (Vila-Coro el al. 1999).
Por lo tanto, tras la activación del receptor de quimioquinas CCR2, se producen
cambios conformacionales que finalmente conducen a la intemalización del receptor
mediada por GRKs, ¡3-arrestina, clatrina y dinamina.
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Modelo del funcionamiento del receptor CCR2.
La comparación de las secuencias de los diferentes receptores acoplados a
proteínas U indica la existencia de distintas familias de receptores que no comparten
homología de secuencia (Rockaert y Pm, 1999). Sin embargo, todos estos receptores
tienen en común un dominio estructural central consistente en siete hélices
transmembrana que se unen entre si por tres bucles intracelulares y tres extracelulares
(Baldwin, 1993). Además de las variaciones en la secuencia estos receptores también
difieren en la longitud y en la función de su extremo N-terminal, C-terminal y bucles
intracelulares. Estos dominios proveen de propiedades especificas a los diferentes
receptores.
Los cambios de conformación promovidos en el dominio central de hélices
transmembrana son probablemente responsables de la activación del receptor. Estudios
bioquímicos y de mutagénesis dirigida en algunos receptores modelo, como el de la
rodopsina, indican que el cambio entre la conformación activa y la inactiva está asociado
con un cambio en la orientación relativa de las regiones transmembrana III y VI, que
expone los lugares de unión a laproteína U (Bourne, 1997). En otras familias el Asp
de la TM II y el tripéptido DRY son importantes para la activación del receptor
(Oliviera el al. 1994 ; Scheer el al. 1996). Se han descrito una gran variedad de
mecanismos moleculares que permiten a diversos ligandos activar el dominio central de
estos receptores. Así en los UPCR que son activados por pequeños ligandos como la
catecolamina, el ligando se une en la cavidad formada por los segmentos
transmembrana TM III a TM VI. Otros se activan por péptidos de pequeño tamaño que
interaccionarían con los bucles extracelulares y el extremo amino-terminal (Trumpp-
Kallmeyer el al. 1995). Ulicoproteinas de gran tamaño también pueden activar
receptores de esta familia; en este caso el lugar de unión al ligando se localiza en el
extremo amino terminal del receptor y ello permite a su vez la interacción con los bulces
extracelulares 2 y 3 la que lleva a la activación del dominio central (Ji y Ji, 1995).
De los datos anteriores podemos concluir que todos los receptores de siete
dominios transmembrana acoplados a proteínas U, independientemente del tipo de
ligando que los activa, sufren un cambio conformacional inducido por el ligando que
posibilita su interacción con moléculas señalizadoras.
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Del conjunto de datos obtenidos, relacionados con la señalización a través del
receptor de quimioquinas CCR2, postulamos un modelo de activación de estos
receptores. El MCP- 1, bien en forma monomérica o como dimeros preformados,
interacciona con las regiones extracelulares del CCR2. Entre ellas cabe destacar el
tercer bucle extracelular, implicado fundamentalmente en la interacción ligando-
receptor, y el extremo amino-terminal con funciones más directamente relacionadas con
la activación del receptor. Este modelo sería similar al descrito por Ji and Ji (Ji and Ji
1995), donde la unión del ligando al receptor también seguiría un mecanismo
secuencial: reconocimiento del ligando, interacción con diferentes regiones del receptor,
inducción de cambios conformacionales, activación del receptor.
Esta interacción provoca un cambio conformacional que origina como primera
consecuencia la fosforilación del receptor, fosforilación que es simultanea con la
activación y asociación de quinasas de la familia JAK al receptor. Estos eventos son
necesarios para la activación de la proteína U, lo que indica que al menos en los
receptores de quimioquinas y probablemente en otros receptores acoplados a proteínas
U, existe un paso intermedio entre los cambios conformacionales inducidos por el
ligando y la activación de la proteína U. Dado que la activación de JAK está mediada
por transfosforilación de dos moléculas de JAK, es necesaria la presencia de al menos
dos de estas quinasas cercanas, bien porque más de un JAK interacciona con un único
receptor de quimioquinas bien porque estos receptores son capaces de formar
oligómeros. En el caso del CCR2 describimos que la tirosina 139 presente en el
motivo DRY es la única diana de ésta fosforilación temprana, lo que hace poco probable
la interacción de más de una molécula de JAK por receptor. Lo más plausible es pués
que se produzca la dimerización de los receptores para que sea posible la activación de
JAK necesaria para la posterior activación de las demás vias de señalización (Figuras
66 y 67).
Estos eventos traen dos consecuencias fundamentales, en primer lugar la
activación de los JAKs induce la activación de miembros de la familia de factores de
transcripción STAT. Las consecuencias de la activación de estos factores está todavía
por determinar, pero puede jugar un papel importante sobre todo en aquellas
quimioquinas a las que se les ha asignado un papel fundamental durante el desarrollo o
en la regulación de la expresión de otras moléculas implicadas en fenómenos de
migración, incluidos los propios receptores de quimioquinas. En segundo lugar, los
cambios conformacionales inducidos por JAK en el receptor junto a los provocados
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por la unión del ligando, posibilitarían la interacción entre la proteína U y el receptor,
disparándose por lo tanto aquellas vías de señalización ligadas a la activación de esa
proteína (Figura 66) que justifican algunas de las funciones clásicamente ligadas a las
quimioquinas como movilización de calcio, polarización celular, migración y otras.
Junto a estos fenómenos de activación del receptor, también tienen lugar
fenómenos de desensibilización, intemalización y reciclamiento de los receptores de
quimioquinas, fenómenos que son críticos para la correcta funcionalidad de los
mismos. Estas vías son iniciadas por la traslocación de las URK, posiblemente
mediada por el complejo G¡3~ su asociación al receptor, al cual fosforila probablente en
residuos de serma, residuos especialmente abundantes en el extremo carboxilo de estos
receptores, aumentando su afinidad por proteínas de la familia de las arrestinas que se
asocian al receptor e inducen el secuestro de los receptores fosforilados en vesículas de
clatrmna, para su internalización.
Este modelo de actuación de las quimioquinas no es exclusivo de un único
receptor. Tanto el CCR5 como el CXCR4 necesitan de eventos de fosforilación
mediados por quinasas de la familia JAK para su activación y acoplamiento a la
proteína U. En definitiva, en este sistema se unen las dos vías principales de activación
conocidas, es decir, la de las proteínas U y la de aquellas que incluyen a tirosin
quinasas, y abre nuevas posibilidades para el conocimiento de los fenómenos mediados
por las qurniioquinas.
Una visión global de las vías de señalización activadas por las quimioquinas se
muestra en la figura 67, donde se pone de manifiesto la extraordinaria complejidad de
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Figura 67. Resumen de las vías de señalización descritas para la activación de los receptores ck 
quimioquinas. 
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José Miguel Rodríguez Frade CONCLUSIONeS
Los resultados obtenidos en este estudio junto a los datos descritos por
diversos autores nos permiten sugerir las siguientes conclusiones.
1. Se han obtenido anticuerpos monoclonales específicos frente al receptor de
quimioquinas CCR2, que permiten reconocer a dicho receptor en diferentes
condiciones experimentales, entre las que se incluyen citometría de flujo,
inmunoprecipitación, western blot e inmunofluorescencia. De ellos, el anticuerpo
CCR2-02 es agonista del receptor y los anticuerpos CCR2-04 y CCR2-05 son
antagonistas específicos de la acción del MCP- 1.
2. El receptor CCR2 se expresa en diversas poblaciones leucocitarias entre las que se
incluyen los linfocitos T y B y los monocitos. La expresión de este receptor en los
linfocitos T y B varía en función de la activación in vitro de dichas células. En los
distintos tipos celulares estudiados el receptor totalmente funcional, aunque el papel que
juega en alguna de ellas, concretamente en los linfocitos B, está pordefinir.
3. El receptor CCR2 presente en la célula se redistribuye y se localiza en el frente de
avance de los linfocitos en respuesta a diferentes estímulos entre los que se incluye el
propio MCP- 1, otras quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesión.
4. El receptor CCR2 es capaz de actuar como co-receptor de algunas cepas del 111V- 1.
Tanto el MCP-1 como el anticuerpo agonista CCR2-02 son capaces de neutralizar esa
infección. El hecho de que anticuerpos dirigidos contra el tercer bucle extracelular del
CCR2, CCR2-04 y CCR2-05, no afecten a la infección por HIV-1 y si lo hagan
anticuerpos que reconocen el extremo amino terminal del receptor, CCR2-0 1 y CCR2-
02, indica el mayor peso especifico de ésta última región en la unión del 111V- 1.
5. El MCP-1 induce la fosforilación en tirosinas del CCR2 y la activación de la vía de
las quinasas JANUS, que incluye la asociación y fosforilación de JAK2, así como la
activación de factores de transcripción de la familia STAT.
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6. El residuo tirosina 139 del CCR2 es clave para la asociación de las quinasas JANUS
y la activación de la cascada de señalización. El modelo sugiere la dimerización del
receptor de quimioquina como paso previo a la activacion.
7. Los cambios confonnacionales provocados por la unión del ligando y la asociación
de JAK permite la asociación de la proteína Ui y la consiguiente activación de las vías
de señalización relacionadas con ella.
I25FAK8. LA víade la proteína U incluye la activación de otras tirosin quinasas como p
72Syky p , así como de la tirosin fosfatasa Shp-1, que podrían relacionarse con
fenómenos migratorios y con la desactivación de la víade las quinasas JAK.
9. El MCP- 1 provoca la desensibilización e internalización del CCR2. La activación
con MCP- 1 conduce a la formación de un complejo macromolecular formado por el
receptor, la GRK y la f3-arrestina, que desacoplan la proteína Ui. El CCR2 se
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Character¡zat¡on of the CCR2 Chemolóne Receptor:
Funct¡onal CCR2 Receptor Expression in E Celis’
- Jose M. R. Frade,” Mario Mellado,* Gustavo del ReaI/ Jose C. Gutierrez-Rarnos,”
Peter Lind,t and Carlos Martinez-At’
Wc hai’e derived anti-human CCR2-specific mAbí lay immuoization with synthetic peptides cerrespoodiog te (CR2 sequences
presumabiy ¡ovoitred in <he oteractien with ita iigandts>. Wc characterizafion of Ihese n.Abs inciudes the ahiiity to recogoire
tire CCIZ2 receptor ipecificail>-, as narelí as tire <enojen based oo Iheir ab¡iity fo promete Ca2’ inliur orto biock MCP-1 -inducedCa2’ infles aod chemotaxis. One .nrAb (MCP-1 R02) (bat a directed fo (he NH
2 terminal dornajo el tire CCR2 receptor has
MCP-l ageoist adivity aid <WC that reco~n¡ze tire hhird extraceliular dornajo (MCP-1 R04 and MCP-1 R05> have MCP-1 an-
tagonisí acíivity. Wc anaiyzed he preacoce of CCR2 ¡o several PBL aoci toosii-deris’ed ieukocyie pepuiatiení aoci (ecod es-
presaleo of <bis receptor jo íionocytes, activated T celta, aid, surprisingly, ¡o E celis. CCR2 receptor espreasion o E celle asas
luther cerroberated o Socíhero hiel iasiog CCR2-ípec¡fic prebes. Mereever, botir MCP-1 aoci tire agen¡st mAla triggv’r ipecifis
E ccii rn’gratieo sia a PTX-seositis’e mcchaoism, iod¡cating fije
bernal of lmoiwtelogy 1997, 159~ 5576—5584.
j~ hesafobies aje a f-am¡ly el pre’ntlafnsroalory cyrolúnes
serivare spcc¡fuc taipei of ieeaicecyíes. [he
¡tenfebíca are disiaded ¡nro favo astifasrí-
‘lies hased o soseraJI sequenee tíomeiogy. tse pes¡f¡os of he liras
WC cf foItre anos¡cal cysse¡rae rcs¡dues aid he chromesoroal lo-
caíiea of líe ceoe apondiíg genes. Tisese sublarnilies are he ci
CC cheu,iek-irrcs. iii wlsieh ¡sc cysfc¡nes are acijacení, asd líe o os
CXC chenseUrsea. in wh¡ch ¡re caisfeine resarlues ace separated by
ose aor¡no acid residae (1-.)). TUs strsaeturaily defined stalad¡vusierr
corrriaícs wsrh. tíreir acrisify oir huicod feaafcocyfe poprílatíons: [be
rxc ehemok-¡nes p’iorariiy alice: neutroph¡is (aid, te sorne emest,
iy[Tsplaec¡srres) aid CC cheroetiner ser en rnonecyrcs. iymphoey:cs.
NK celis, basopislis, aid cosinoph¡li <4, 5).
Cheniekines mediste ¡seir cifecis sia ¡ireraefierta w¡th sss-en
tnnsmetrsbrarsc-spannirsg C prefe¡i-cospled receptora <GPCRg
3
astucia can he grori
1ied acceidina re iheir i¡gand s¡aecifar¡ry. Ir ¡a
inc Icor fose fe che nieL ríes achicase ltd r fu selacia
1 d vers ¡ y (al
rirrea apecsiic. iii Fi roes red undasír1 lay b¡ idi ft5 fe tisis asrerolal si ci
rece¡isara. asid 1 ficar ¡asir, .-rc urna apfaear lo be coraipie x <6. 7). Cisc -
~í’meuíaai’5r’níansíaisusa-rdiDncssirrg Cetíí.sNacaoealda=Fiíofeeíslrjsia.
Cerréss’iusrcf’ssa de rra,errsgaa-ssaiuer Cil,’sralsras. Casísisas Caírebiaaueo. C’sir-eí-
r-daé Arsruísíaiusa MarCid SIsase; aed’Oeríaeu,fieel el Moleeuufaí <¡ciega. Phas
ritacía jed U~rnhn AS Sir-s-kiseies SuaveS-e
‘ci síahívas.rre luce 13, f 95> Arcersicd fe, siasisí ‘cali ea Asesar
55. iSS.
Thi’csrir si ¡ísalslicas,rsr, rasera lílísfe a-ríe deglared e pan ay iba asayllrcrfr 05
isdee sfra ges rssi airscir rius’ rl’r’elere he hrneb nialbeni adrc-,aiaeí’a-srs’i
acscsddíacur se-irla u grial. Secrier SSal.a”iefyrsindeaiehis¡aíf.
íTfrcrua,k <ras as.’nr-asI .rsasseraielifsye’aefaaínaiiiisc. 5uaanis<ii5ss’-aa.rar,
arr-lic l.íiifle-asial <ras, ría- 0c ií.uiiasirnsl CF,
finseiss,selaseaasdu)sururlcseruu..,a lerssudu’t.ursit si usluauifsireuilaír ¡fi. Csauísrurí rs
Celia, dr, fifr-eerscars(suss’a (.seasísfsrar .ísr<t rfuaiuilae¡r 55 Cía¡ofrs rMk~ asid
laSa casissasasrasu*sree-e¿i aseiíifusu sr-rsii>ead’sgraaila¡ean
rssosasacras.easics,uitu-s-cs.aiislíu.usirsusaeíaeslrfoaiscaulesMafuiec., A sSs’
a,airu~selssofseiaisfsuisiruefaed<aissaiurleavCc,rlcedacjísu.tudr5urifecureísas.sf
CA’.’. Casisusia Cassrciiuiaíco Mirija MarC.d. Suadí. 1 asid adalii-aa
A <5 auaui;C5’CtC ía’Crí-ií-a-’aruírfrad iaCfaiel anua
- Mii’ iu.i,ssrali-iírssaiaíísí’.rsuiie
ura-ílrrrassli’uss IfA
pres nc l a fuoctional CCR2 receptor o frese celle J/te
affek¡ ti e rece puco are eapreased ¡¡a a ‘vide sariela of es fi pCpu la
<¡iris aid ¿ asnale reír paipislaricí casa eSfsreai ir isis aria - ial i -
erpiorí. ia-ioneeyaes expresa ludí sutinisss tsiisdung ssfc-a lcr ¡rilE isa
MII’- lO. ¡rICE- 1. NICP-2. NICP-~ suad RÁNTLS (5 9í Alfiscurí
fusací ¡ciar a ial yr¡si la y rece risc creaa-deaeísirizaruera
esísaesree ciar ¡casi ature discrele chcoiisl-ine lcccpielcnfui..sss
es-res. fue deseosa fiZalfelí niay algo cOrre apead fe dr fe, esa, rl
ogrusirion (alití uy saruance or duficisísa reccpror reaidcics aria-Cf a ea5 sí
ehefríok¡ne b¡nd¡írgl la y SeSrISfí eifelrsok-¡tres of a sao’le rece [sC’
rype. Mach len u kasewi cf rIte presenc.e of SSe eneiríeda nr íc Sp
sir ¡ n el fe r ¡esakocyfss pepísí asiefra.
MCP- i ji a roember of tire CC claernohine faeiufa predueed las
endotlfef¡ai cclii, smoeth mísecie cdii. arid fnacre¡aharcira re
iraense sea var¡ely of oredurrora. ¡ricludung platcleí der~sed ‘rosa rl’
facror. TNF-íí, LES. ami casidized lsuw deíairr irpepreirsia 1
III. MCP-l Ji acílase oír ssíaínecuses. T ccl¡uNU celIa lasaripiaslí
<nasa celia. aid desdr¡uie cclii (52. 3). luis ecaisisfered sasíprícasír
¡rs niediariisg nrríisací~rac rasarsí- ¡isla-’ uisriiissi ir’ a suir-—sa- cl ¡‘rfa •rs
ruasen dUrases ¡iciud¡ns- rfassistrsaaeid asílurssus su srs eolias.-
se-rilas sí roacro¡,iíage aiilílarariosi of urfinssrs r13) In ilsis
rirsurssics,reCuii¿craa;ali;fceasxiísuisusíss Ira- IsriClí. 1 sisas csaiíssslsfuss las
sai¡i¡asesa¡cn of uncí’ ¡‘coserla u an¡ííuai íturídeiy Ntorsurc-)-trasirarscris
el sIse ¿0cm rasail a alio a crilical cccii liaSe ¡astiarsen lii atí-
ctes:c lereala- aid MCI>- 1 ¡ < es ísí•esse d a ¡sund ah ría un abc acirse
usiacrcipls-age -riclí arcas el! faurusr r salacrosele roai e plaques u 14)
MCi’- 1 ¡iducea. furCia ch ila laindine e ajiesirie Gf’CI< iísss
ni ¡ríe release - calcia uf’ ¡sil srs- aid ir1 i¡frO irían cuy le 05ii,fiua-í
regalares friescucrreioic>’sai
rríe~ea~5 ansi fcsi’elssciraafír lasa’ 1 <st’ plisilcíes ría 12.1 1—e
CCR2 íese puer a suspie’.scit uit síretisusa-les ría-e lcr i si preacíausí
asid :ucitvaacrj 1 lcisspliocaíeí II) 20). ¡aa-o CC142 recepsssi reír a
drilers’sie orsí suri lucir a! lcuuisulve la-sir ¡red Cirriaegi-l a ir
cl e’us-d a íd cifaraefer’, cd TI a se [CCCp50V5. CCR 2 a ‘cd 5 1 5 ¡1
iría tai~sialy spse’fac fIs uirirer ¡si rest~’’’~ frs ‘sf5 p 1 151>
<SI’ ¡sus uds ¡¡rIles ¡ríe ratu u’! aíre 1<1ra leesíea africa fruí’ 3 ccii Srs
II fusas lfacif ilusa asís lIs fI i3 celia fsru’el’íc’e ,íiisl raipaursal su.
alíríííaí (fsíus ‘sIal i usual Ii~~~5 li.-ra-e rl síu raras uic-—cillrusi -
a-u—II cual sa-ifa !arlrrasa’5 1 sial1 crisIs lisis—~i—iisi . ¡III> ‘u ‘rilf’
II
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The Amino-terminal Damain of the CCR2 Chemokine Receptor Acts as Coreceptor
for HIV-1 Intection
José MR. Frade, Mercedes Llorente, Mario Mellado, José Alcamí,’ José O. Getiérrez-RatnOs, Angel Zabal los,
Gustavo del Real, atad Carlos Martínez-A.
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Abstract
Tbe chemekines are a liciniolegees seruna pretein fattaajly
characterized hy iheir ataility te joduce activatjota of integrio
adiacíjon tasoleceles ¿od leulcecyte oiigratiota. Cheoaokjnes
interací wjth their recepters, which are competed of a sjo-
glt-ehajri, seven-hel¡x. membrane.spannaing protein ceupied
te O protelos. Tave CC cbensekjnc receptors, CCR3 and
CCRS. as well ¿a dic CXCR4 chemekine receptor. base
beco slae,wn oeccssasry fer jofection by se-yeral HIV-1 vjrus
so la 1 es.
Wc atedied the effcct of tlae cheoaekjoe naonocyte claemo-
aftrauelant protejo 1 (MCCI) aoci of a panel of MCP-1 re-
ceptor (CCR2)-speeific meoeclonal antibocijes (mAb) en che
seppressieta of HIV-l replicatien ¡o peripheral bleod mene-
nuclear celia Wc base compelling esridence that MCP-I has
peíent WV-1 suppressive actfssity wlaco HIV-1—infected pv-
ripheral bleod lymphocytes are caed as target celia. Fertiser-
mere. 0,4±apecifie fer dat MCC-IR CCR2 wtiicla recogni>e
the lhird extracellelar CCR2 dornajo inlajbjt aif MCP-l ac-
[lady aoci ¿fao bleck MCP-I sepprtssive activjty. Finally, a
set of tasAir apecine ter (he CCR2 amino-terminal dornajo,
oíaeefwtaich mhaajca MCP-l activjty, basa poteot sepprea-
ah-e cffeet 00 HIV-1 repijearleo fo M- aoci T-trop¡c HIV-l
vi ral faciales.
yac cenjecteve a role for CCR2 ¿a a corecepter ter HIV-I
oferefico aoci map ilie I-IIV-l lainding ajte te tbe aosjoe-ter-
oaioail part of cliii receptor. Tuis concera witb resulta sbow-
hg [bat (he CCRS amine termines fa reievant jo HIV-l jo-
fechen, althoegh chimerie feafera of varices extracelllflar
demaina slaows tlaat ectaer dornajos are also implicated. Wc
discusa che ioxperta¡ace of CCR2 atrueture relative te its
corceepter role atad tlae role of ínti-CCR2 receptor antibed-
INIR- Frade aid M. Lícrenie coetribusíed cqfaffy fe [bis afudy
Address corres puatrd etree ras Dm. Carlos Nlarifitez-A., Depairteení
of faataiasnelegy aid flncetoey. Cenare Nacional de Biofecnefogiae
CSIC. U nivera:idad Afífaltrrinsau de Madr¡d. Campes de Canfoblanear.
F-2$@49 Madr¡d. Spa¡st. Pfícuíe: 34-1 -a85-4537: FAX: 34-1-372-0493:
lE-níail: celaril secaSavIa cusía ea
Ras’eicval fuuu- ¡aua5a<5ia’aariuraa 28 Jaiíruaaauv 492 ¿suad acce¡íued ¡a’ vesisaa/
•lría-aía 24 uf,aíd 5052?
ea jo (tic presencien el l-IIV-1 jofeetion. (2. Clin. Inrcsf.
1997. 100:497—502.) Key avercis: chenaekine receptor. Hi’.í-l
cereceptor - oíenecleoal antibodies
Introduction
Chcoaokfoes are a fana¡lsí of preiot]amtasalaary cylols¡ncs avhicfs
aííract aoci act¡aratc spccif¡e [aspesof leukocylea. Based oía tiai=
posilleo of thc f¡rst two of feur canonical esísteine residees aoci
[he ebromosomal locasiera of use correspending genes lavo
tasain cheníele¡íre fauaa¡lies. CC cm e’ -sos
1 CXC or i liase ¡recia
¡detafified- TIaras ict en taseouxeyre’í~. fymplsocyres (íoclsídínas rial
ural kilfcr cclii). bseaopls¡li, cesiaacpfa¡ia. atad neulí oplaulí (1 3)
Cheoxo (lucí tíaceliale iheir effeels a-sai jo femad ¡cutís avislí a seseo
trananícoabrane gfyceprotc¡r’ receprer eesapfeci tos (1 protesta
sigiaaliog pathavauy (4,5). This type of receptor cotasfila of a suri
pie polaspeptide chad av¡th an exirarcílular afsnitae terminal de
ma¡rf aoci a esifoplasmie esrboxy-sertaa¡oal denasín llac suasano
letra,¡nal aoci íia¡md e%rraeraffafislr cierna-¡nfra’-e ¡recua tiapífelfed
¡fi reecjsiom—liganci iuateraetiota. whife uit c-arfsosas--fcroa¡nal aoci
the ulsird iniraeclíelar dorasaifí coo¡ser.sl’. far barid aoci acusare
thc O protefos <5).
Tlsus recetar ciescripileos of sfur CCR3 1 CUS (6-12). aííd
CXCR4 Sur fsas¡o (10. 13—15) alaeriaokííse 1 acepten si ¡-liv- 1
ecreceprera. atad of ihe elacosasis ‘ríe lígaurdí RAbelES. rosero-
pIsase ¡nflamnsaalery pmofelo-les (Mil lar) aoci N1lP-1~
raeurca 1 ¡si trg apeo rs ter HIV— 1 ‘ofeesasarí fía’ sí o 1 frese nio cuales
a kev reía ¡o H IV- 1 sarlaegeocaía <6 fi) Motaaaeasle e¡rensoauf -
1 rsucfsari 1 prsife¡ n 1 (M CP- 1). a CC ehsísíekarfe laos ¡lv ricosbar.
¡a píed ríccel las- codorbe1 ial e-el ir. Síí olal la nusasele - aíad sasacre’-
plíages Ira respofase te a a-arle tas rsf atila, uf ¡ (l6) It has lacen ¡os-
plicared ¿a a aaaed¡aror of oseariuscaste aoci osacroplíage infiltra-
tion of tumor cclii. wfacru ¡t roas corifrihaufe fo turiaer erowtls
ssfppresaiota (17). MCP- 1 foscraela wlth slac CCR2 receplor aoci
¡ ini rsces h¡itatas 1 se release - ealc¡ e fis ita lisas - regia lates ¡oregrita
cxpress¡on, atad acta as a eherisotactie faclor fer ísotaocsstcs/
osacreptaagcs. T cclii, natural (¡lier celia. baaephifs. oíasl celia.
aoci sicíadrilfe celIa (18—211). Wc base assa’ecd tlac ah¡fiav of the
CCR2 realepíce te ¿ci sí Sn 1-11V-] ceurceeptor en human
PBMC fía- scsl¡ne he [<[Vi seppressisc aeiis¡ly of MCI’-l - as
aa-el] ¿a he ¿¡rif ¡ f’~ of raacsfaoc] cosO sf011 -CCR2 ant ¡heid ¡es fe lo-
remfeí-easírfa HIV—f repl¡eaiioo. Ocr assfdles sfaeav ilie ¡íarfser—
rau ame cl 1 líe CCR2 su os ¡ff0 te rial¡oua ¿a tlac daroisa ¡ ur ¡n erad ¡laus
1-Clic, sacar.
ciii tare A rfae(¡caí su Suseicí a fair Ciitaictil iii seef ¡cafios Inc.
iii? 1- (uií3SVsS /ia8/lsisi7,~al(u 5>5151
“asísise RS a. N surtí fiel 3 rNa esuaf 5 9~i>4~’7
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Polarization of Chemokine Receptora to tíje
Leading Edge during Lyrnphocyte Chemotaxis
By Marta Nieto,” José MR. Frade,t David Sancho.0 Mario Mclladc.tCacles Marriííez—A,~ atad Francisco Sánclaez—Madriel”
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E-28006. Maídr¡íi. S¡íaiíí; anal tDc¡uaa-rííueru rail Juítuuaauítrs las~] ‘ura> ()íaeaíiLrg
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Lcískocyrc fasigracien jo reapeoac re cd areraeraer grad¡eots sar eiaeííseraxií is a key plietacisie-
neo bech jo cd íasevenaenc md jo clac itaflataaaiaatory rcapearasc. Císe usacUjista itas quite i¡kcly re
be che kcy íasolee-ules djrecniog osiga-acieo ellcolnecyceo char jíasacís e ecli pci ura, ricas asida gesto-
erar¡oo olapeejalized ccli ceospactusaenra. Ihe preefie mee-lssuri¡síía sí> Is saUces sc ciaciiieatriae-nioss
fa ncc knewus. bowcver. lo chis arssdy, WC dcusaeuiacrarc clsat tíse CC. cias sisoksisa receptora CCR’
aoci CCRS. bey usen cytekioe recepcocs auch ma iocerlcuskiss (IL)—21to fi 7h13 cssí’ía or rse-a: ríasís;
factor cecepceu- 1. er craisrfensairig grewrh factor 13R .arc rsdísrciisou ted ve -s ¡arle-it-. T celia tIrar
are isssgrmtíog jo reape fiad te chcmokiíics - Ifiafiiasooiiuorcicease e asad casia itas ti fi iasi~OSis:5S]ay~ asví al —
sea aireas nlaac clac chcrsíokine cee-epeoro ecoccorrarea n risc leasliía ealtqe <al nsercí] crí tíse fiat—
retíed cefi—subucrane usa e-ofita rs ¿reí - itaduced apeciflea tis by risc sigss.ula tíasí sri eget ccli pusl a ri cia--
tucís - Tire redisa i lucio u el elacíaaekine receptora ¡a bloche-d las- íse-srsssaaa tOaf si ¿rssi ¡a depeis deis
cta ccli adisesien chressgla innegrin receptora - aslaicla ineediase ccli urs i gr-ariuss - Císcíase, U ¡ acrece
cer cxpccaiieís era tire feading ecige efm¡grariíag polarized lyísapfaeacanes apfscara lo ae-r ma a seisaer
osecirarsiana lcr ns e d¡ re-e-ved su igra cien el ierík-eeyces risreue-ls a ¿líe isrosar 5 racrasir gradicr’u a -
lfefasek¡faea exeil tlsc¡r effecav lay irincracriaíg asjrha sca-a-rl
\~-‘rrsraaaíaesííbíaise gilveoprocein rcccpcors coepled re a
preceití sigísal iíag isaala aa-as- (1. 2). Severa] circoacls¡oe recep-
ron lames-e asías laceas clssrscd aíad claraified raros tasas Urraulis CC
e-hctruekisse re-ee]isor (CCIt) mcd CXC e-lacfiiokjfic receptor
(CXC R) (1)~ Sasisí.- sil ríacie recepten. i íae lar d¡ aig CC: l5.5.
CCit3~usasl CXCi~-<4 Oc Isisifí, lía-ve ree-enda- beco deactibeel
ao lssrís:nram ta coree-epí ces lcr 1-11V iíílees¡eaía lace reva ev.- ira
refercísee II. Clise-ssoMate receptor císpresaico en T celia
aíre riso re sc t¡glanly resqialared mc le- cr-anacripe¡oasal level. TIse
tfpresqiuiated uRNA cx ¡~rcasico dlseveral cireuaiokiiae receptora
oía acrivated sed osesaserv T celia has beco deacrjbed. a
plterrosííeraous risar appcars re be depeodetan sari exegeneus
curckitaco toe-ir ¿a IL-2 (2. 3). Cenaeqeseody oseraaery T e-ella
represeon clac lynaplsoeasre aebscc aheassing a la¡ghcr crafiacís —
dotircijal eheinormcrjc pecential (4).
Ccii loconaeriota ¡a extreníeiy ¡níperímon. cspecimlly ¡la clac
case of lcsikecytc síu raajero - Cefraifa mapecta of clac císesaso—
rsx¡s ías ce isausisusa llave beefí steciicd iii amíjosis ccli rypea ¿aid
ex¡seri afacía tal aystcasas - la is new beceuíí¡ísg clear tirar ccii
ísísatil¡ ry isíairil ases ceíí pelariza riel??, sa-irla rIsc fo oía a racía cl
láfilelí ¡podía it rlíc le-adj aig ecige (5). avIsere several sitare—
lated re-porto Seigg<5at titar a o exeeytoais prCceaa cice-sai-a (la) -
TIsis pcefsses’ea Che cedistu-ibercieta of apeale ísaelea¿rafea dur-
¡rse-cefi tísrarjíuís - site-Ir sa stvg3 (7). j3 me-tul <8). sar riae uraak¡—
fiase- tV¡ae- fai~iaíia¡rsa igeuí reccptor (9>
Tlie cheoícatacne rea,noaisas- fa tiarsalairsc uní iii 1 cci Loe- ‘.rc
plsyaiolegas aoci hispirca realoscrí irías u o> sss e xcc rías] anuaotitis
gradieirr. Severmí asee-fíat ti sir so ss upe-aa taslalsí leas sise eireíiaasrseti e-
aespsísíse has-e becas asaggesle-id. irisisí dííu sísos sla-15m deis r
rece1aror oce-uparse-as - Clícíaisí tse iii ros spres r a sí fe lisiscris as ilse
more-usare-eh pele fa~ua bes-rs dilliesílí ras dstiacisasu uso, dure ros
laeL cf apee ¡fue- ¿asti bod ica’ ‘re-1 sisitir srs sriala ríe e ssaa olsoavaa
iii carías arricijes describirías tlsessaíssuíaerrsa laíuaslisag sal labclesd
N—forissvlssacthioisyl.Ierse-}slpl tersa Ial tuasisa sause uvrasp lilia (lO) -
Tlsese asecijes aasggcsrcd ruar ~slseíusííass tarta Ui isp place st sise
leadirig ecige íis¡gehsi clífeen ccli suiotiiirs lasas a riere de-ini—
rive dcíísonarrarieíí o’aa tace-casfry iii lisis papc r. “-e desas —
efuarrace char CCR2 u rae! CR’ Ir. a rs ce lascas polarize re tíse
leaduísg ecige of íifigrarii’ig y-tas ja ir sas y tea afilad¡rs g rían se
1 si
ces uíiderscmnd risc claensermcrje- 1 esíasasasa safes 1 asir arar -
Materialu and Mechoda
C>suikiusea tira> Reageuura- Ti su- sssrt C( 1<” ssa~ab (iisrasseuiyre
chesiuetaen¡c farerejis IMCPI—i 15.5> a) asía saIasaiiacsl sial oir
¡sed ¿a ciesetibed eiecwlsere. Mesías arsis ( ( ita aíinsaaroiusf so se ola
rajísed lay iairíiurstVar¡ori sairlí a Kl II sooi¡elsd sarurlirrír sepnísie
e-oo-eaporuatíagie ausuasata adala <,—~i> sal use luasrísírí al 5. Ra shssarraakssaa
recepisir. Receirrliiiraist fssíírs:sía iílul realaslareal Oíl usilsutiasís
rial T ecli ex
1aicaacd —aireS ‘careles! lItAN 1 LS) (1k/aS Sas fría
Mi ísusesr]uas líe MX) -ir’—1 riuaL—-5. rural rlatslC >~ 1 lite farra Tcsf5 r(
e-itt. f.eíídoua. te-U 3 ase-rse- riuirr-i -ra—rs Ii.sí-inI irurral it a si-
1S3 Esqí Ma-a>- Cs)’r3ía- uauaí-ka-si— leí t.i siseraio ‘ras’— aua>22— fusas 7—557 si7; rasxarir 92-alar
Varluisíre l-SCr. Nastíslaer 1. ¡asís 7. iSa? 135—ISaS
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SeñoWznc¡¿n por receptores de qu¡m¡oquíncss
me Chemokine Monocyte Chernotactic Protein 1 Triggers
Janus Kinase 2 Activation and Tyros¡ne Plosphorylation of the
CCR2B Receptor’
M. Mellado,=*j. M. Rodríguez..Frade/* A. Aragay2t 6. del ReaI/ A. M. Martín,*A. j. Vila..Coro,* A. Serrano,* F. Mayor, ir? and C. MartIne¿~A,¿
rite chernokines are a growing Camila of jow mw., 7(5- tu> 80-reaidue proi¡aflanamatory cyruulsiíuea titar operare lay i.iteracting siria
O protein-cotapled receptora. Cheoaoidnea are involved jo ecli istigration aoci fo tite activarfían ial apecifie l&iukocyfe solaseis. tlsi.ig
Ose Mono Mac 1 riíonocytic ccli [loe,we slaow thai uiioiuocyte ctieo,otaceic pr-ocelo E <SICP-l> rrdggers aceivsstioií ofChe Poca la-usase
2 (JAK2)ISTAT3 parhway muid CCR2 receptor tyresiuae pbotplaorylatir’o. Batí, Ca> meliiifsatjoia mod ccli migration are blockeci
jo Meno Mac 1 celia by tyrpiioarkt 1142, a ipecifie JAR2 kinmse johibuter. Wirbin seconda .1 MCP-i -acris-atien, JAt(2 pitoaplier-
ylates CCR2 at tite lyr’» posirfon and prometes 3AR2/STAT3 compica aaaocimtioo te tías recepitur. ¡lila MCP-i-initfated pitea-
pborylaiio»anO asaecialion lo JAI(21s alio obtened iii CCR2B.tranmfected HEi<293 Celia~. Jo centran aviaco a CCR2B Tyr’39Phc
muutane la cepresaed ita HEK293 celia, it la nol pbospboryimted jo lyroafne aoci triggera nórlíer jAK2P¡TÁT3 activatluan flor Ca>
oaobilfcatfon lo response to MCF-¡. Titeas reselta implicase tite tyroafne binase pathwar iii u.-arly clicmutkjne afgoaling. aeggemting
a k-ey role ter [lila la-usase la latee ercías. Tite Jc,srnai o/JmmaneÁog>; 1998S 161: 805—813.
euisocyacnaierai¡en te íoflauasoimtion mirea ¡a a rou!r¡arcp
f proceda riscd¡aocd ray a series of oequeuat¡ai, Sur everiara-
L...4 ping - susuerde rílatun ata surbicia ahe genermr¡en of chemotacais
graudjenia playa a Saeyro fe. Cisemoracaje cytekjoea. ev cheuíaosk¡oea.
are icapeositale fer clienresriracliosu efapecilie subiera tal ieutaee-vsc
psspsalasiooo te ¡nilara eral en altea (1. 2)
Thc cfaeíiaokitaea <si-crí greav¡ng rmmjfy of les mw.. 70- re
8l3-rcaide-c
1ruaaiiiiíassriiri asory cstiak-jurer. claaracrcrjeeei fas titeir
atajijas re fodasce m¡ecaííen miad acrivarjeis of apecifie ieukaícyae
popularjon aubaeta 12—6). The tse majo larmochea of ihe faoa¡fy
are dusa¡ngu¡ataed las- evecail seqeetace lieosoiegy, eiareroeaomai
locaijetí. aid icukecyíc pepufaujeo mpecftiriuy (7). Tise CXC Ira)
cheineLiutea mer ‘srs neutreph¡ia atad reaítíeniuapojetic cclii ¡ss-
volved ¡ir wound heaiirig. relícícas tire CC (fi) ciiciaiekjasei mci
es rnosecyte a. coainophiia. basoplíflí. NK celia. atad djfferetat
iyiiapheeyre-siabpiagulaliooo (3. 6). Nase- chcrookine fasíjijea
liase lleca jciens¡hcd íeccntix. aviijcií fítajorají oserail sequersee
iaemefogy buí Isre-Sa u/sc aypjcml e yaie¡ nc d¡sar,busios (C. oc -r aid
CX5C, oc 8. clícole(inca> (8. 9).
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Monocyte ehemoattractant protein-1-indueed CCR2B receptor
desensitization mediated by the G protein-coupled receptor
kinase 2
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ABSTRACT Mooocyte chemoalrractanl protanin 1
IMCP-l) isa meoaberoftitecheniokioe cyloljoe fsuraaily, whosc
physiologjcai (oncejo0 fa uiecijated lay lsiod¡íag Co Che CCR2 aoci
CCR4 receptora. wiaicb are unembera oftite Cc protein-coupied
receptor famUs. MCP-i playa a criejeal role jo baCh activas-feo
aoci oufgraejoo of leíkocyles. Rapjd chemokjne receptor de-
aeosiiizatjoo ja very iikcly caseolfal ter accerale ciaemotaarja.
lo lisis report, ve show thai MCP-I bfndjng te Che CCR.2
re-e ejalor in Meno Mac 1 celia promautea Che rapid deseíiairj-
earfoo nl MCP.i-jnduced caleiem flux responses. This deseo-
siuizalion correlalea with Che Ser/Tiar plaosphorylatjon <uf the
recepuuir aoci wilis llie tranajení transiocaijen of lite O proteita-
esiujaled receptor kfoase 2 (GRK2, alto calleS ¡3-adrenergie
kiííaac 1 or jdARlO) [o [Inc menabrane. Míe alio damotimirsirte
char 0RK2 aoci tire ímocotspl/ríg protejo fl-arresiio assocfaafe
sajuis lite receptor, forming a macromolecular complea aher-ely
-alIar MCP.t bindfng. Calcjuos flux responses lo f%ICP-t jo
i{EK293 ccItt espressing Clac CCR2B receptor were alto
naartsediy ceduced epon cotraosfeclieo wilh GRKI or tbc
lííuíííaílogoes Sainase 0Rk3. Nes-erthelesa, capreasico of lbs
CRK2 doouitsauttt-ecgative mu/ant 19a4R/(-/(220R SE/St <sol at/esÉ
[be juujajal caicifaun response, bel favoreS receptor reapolase lis
a subseqoene chailerage by ageolata. The noduiation of alíe
CCRIB receptor lay GRfCI suggesta art joiportane role for Chis
binase loche regelalfon ofmoraoccte aoci lymia-hocyte response
le cbe,nels-jnea.
ib e clíruuses kiries are a largo f tías ifa of elle miar acije cas eSa sae-a
tirar la-uve a ceosral rosir jo icuskoscare naugrarreo Tise CX (7
ci scísaísk saca ases cara ncc u rospis ala un ci sas-ata ¡reosattt5ft5 fe ríe celia
ussía red ¡ir as-oía cd líeaiiog. asfrecesa iFrs 5 5. un lic iluSa foca salí ras
srrarsaíacctera. coía¡saa~ula¡fa. baso¡ulaiia ís.atur si krl¡cr (NK) celia.
íd sí ii-cese fympisocyfc sefapeapu latí calía C lar uaseuk unes uncí sea
arista ¿rs array of O prore ¡ o eeuu pieci eceeploara (O PLUs) lisas
e-aíra lasa groau
1acci etí alíe ¡rius-ja of líe-sr -sbulafy ura huid ira raute lar
rosare- C-X-C oc CC chemoLuoca (1 4) Thc 5. e- u.hcoatsfunsnc
nací liase-y] e clie-mea 1 trae] ant preste sus 1 (MC P II ssaa orfe’siuse> y
de-acr¡bed sus a pele-nt cfaeoíoaaíracssuni ls-sr aauoaeareyies aoci ¡a
red uced ¡ry seve ral cefi rypcs ¡o rsaafuauuaac ira a va le-ay Oil
sise-di srl era (5, 6). 8 ¡oce [hes - naauay cuser set¡viajes isase lace-ii
auaaiericd te MCP- 1. oclsaciing ¡odecilasus <‘íl E ccii ríigrai aso.
causas e grísaví fa atuppreaa¡eii ¡o arr ¡ nasal níarde la. sí uso> fil y- 1
rrcssrraui¡zau¡on (7—9)
fasar MCIX 1 receptor formafluc iy1ac A (CCR2A> atad trape
[1(CC R2B) CC!?.? receptora, isa-a-e rccenrfy lace-ii ciouísed aoci
farííurst tos dulfer caíais jis itreir carlacaxri aísla (11)) lii sigriaf,sig
iría paauuieaisim so—sss ‘<labia serie-le asees. defraarcsi Ii pasa lay 5aagcsfrailes
- ¡Isaac rtisls asuras r serelaras Inc lisie tas’ russo red rus5uuulliuusaa.i5’<rr
aieoaral.lacsa salíS i 5 USe-, ti 754 cuicas lua ¡aslícais ulala
a? 555515 sa’ cao tlarlsoraai Asados’y sus- Ssle-aces arsatXsaa’s 5<5 ¡r<52555s$21su1’al
i~>5S as.rvasriaulsisaiiiiaieau lfiip://sssa-sa-piasrrrsí.
itudica. boib mediare agousisí-depeodeurí caleirisa osoih¡i¡zaijoan.
¿a wc¡i mr jnisib¡iioo of adcoyiyi cycfase aid cefi uí¡grci¡ísíu
fisreugis [he coupi¡og re perfusais leXj~~5e-~aiajarc O prole-ma
(II). Wc base reccorfy alsoaví smi Gel cojeanrssíooprccipitmtcs
s-¡ib use CCR2 receptor ¡o Meno Mac 1 echa (MM-, JMRF..
A.M.A.. O del Real, A.M.M.< A. Serraras-a. FM, sund CM-A.
eopubi¡sised aurork); iaowever, libas beco suggcítcd thai MCP- 1
receptora, sus weii sí aSese lee calíer ebemoisacrie chensokinea
aucis sus RANTES (regufated urs acrisarios. taerosal T ccli-
capreascrí -aoci secruared), naay coepie so tosultipie Ci proicios
(12-14).
Liii! e- ja Sa coaso sss-aoci risc regu Isí rilar aíre-eh sarisuris cal iiie-
cellaslar ecaposie re e-be-riso
5loes- use oíl sise ros! e- of deaciraif ea -
isaso o lyosplsecyic na¡grarien- Vise rraf>’ick¡rras of difiere-ni
laer¡-eheictaic peprstaliooa ¡a a e-supte-a pose-e-sra coaiir-oiied lar a
rasí arr ay así saefeceles. lo tisis picare-sa. celia síu asas lac ¿¡ríe lo
couaijneousfy acose susílí ebasges jo ciseoíoasiracaani grad¡-
cofa. Mígralion tharraugis a ciseoaoíaetje graduen probarais
crispIera así ouí—off níechaniasí lo avisicia checiokinra recepaer
desertas ji ¡za lis-sai Oisy be mo ¡oaperf aoí aiep. Pese a la rgc taurobro
una1 relased CPCRa. rapid cie-acos¡tjzalieiu appcara ras sotoise
agonjaa-promotcd receptor pisespiseryiation Esa O prOresa-
ceupled receptor leinasea (ORKa) (15-17) GUR oaeciiafcct
piaoapisoryfaries of se-rise/rhrees¡ne cesidues so risc carisoxcí
rail aoci/sar iniraceliular leopa of OPCR mere ases use affisjfv
Ira r arrestjo—ivjSe prete ¡os, abc biodi sg of se use-fa pce-are-oía a cuy
furíher couplioaa bcrweeír risc re-cepror sod O ~ris-uresriofIS 191
TSe sí aieeaipfce> re-cepiora are arabsequc fa iles setal sae ci froass rIsc
pimanía ise-riatara sc ¡o a proccas fermcd is-raer arsis e-sras-sua Recciii
ca-rdcisce aosggcafa Ibstí borla CUR atad sarí-esisira
raule ¡ it it se-sc guíe-airas ¡Co ]íroaccas (21>. 211
ibare aras sus Sarioavo me-sabe-rs orfífre CiRK lssnisilv. (SRKI lo
Ci UUSa (16—lS> 00 alíe- beaja tal acqsicticc luasoisí ls-sara - sIse-e suras
cliisaifí cd ¡usuta ría re-e grasepa: GR Kl (su las-a (u is5as <a sss efss:dcapa ¡5
Lisiase-). Ci U 1(2 aoci -3 alasí calied 13-ad cenecasia ecce-pior
(loase- i aoci 2 (j3ARKf aoci -2). rcapcci¡vefaj. arad CíRK-4. -S
asad -6. Sesaeral eniqee feasuies d¡rr¡ogu¡a]s 519150 ar-jodeced
de-seoa¡íjzaf¡rao siccijaured by he se-e-ciad greup. Cytsaaofic
GRK2 atíd GRK3 are rraoa¡ecarcd ros use oscorbearie- aspee
receptase acr¡vaf¡oo ¡o a proceas facifirased Esa isferacliosí sa-irFí
released G$-y dimen (22—24). Aislsetiela GRK2. -2- -5. atad -6
sai bise-pca are uufaiq ci loes. ORU? ¡a pa uriesslael >5 a bu tídaní ir
per¡pfsccal f5líís-íd leal kocytea. as ase] 1 ma jis nasas irisO unid ¡y iii-
ibis papa rasas saiuírriuled duoscfla (irsaSa II> tse alíe arvea¿ar/isesaa aulle-e-
Ntihcasuasurairus GUR e-u prenda caesípled u cee-pror Sa así-sas 5.il<( Sa U
e-srauseai * tasatried rscs¡ailar Op-y fa -y asatausiusa as t líe lee-asín mc ele fi
nulsaisura 9A&K fiaducíeru
5ucrcccpfsar haícias MIPs
sírsiirre‘uuiucslaaii pealacan 1 Sf51 ial afríuiila leal aslis si Ilesa t lar.
tlU&’555 fresarais souieyiinuc auo
tsae5 e5s5f~
Y A 5.1 M íes15 MR U califal hiscal ea5a fila fui atlas salark
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Influence of the CCR2-V641 Polymorphism on Human
Immunodeficiency Virus Type 1 Coreceptor Activity and on
Chemokine Receptor Function of CCR2b, CCR3, CCR5,
and CXCR4
EENHIJR LEE,í BENJAMIN i. DORANZ.
1 SItkLINI RANA,2 VANJI y
1,Z MARIO MELLADO.
3
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RONALD Cc. COLLMAN,5 ANO ROBERT W. DOMSin
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Peorasylsaaaeria, IVritaddp/tia. Peuseta~s/satuia 19/04; bejaassueatr of louuireruo/oagr aod Oute-e/oou< Uutie-ea:tided
Aueóoonra ele Maddet E-28049 Mce/sg Spaís5; asad Lsuboe-aaouy of Gears-aunie- fliracrs/qs Nszsiesa/ (¿mute-cc
fstseie-isee, Frcdccie-1 Ma,ylaasue/ 21702-1201’u
Rece-leed 35 March 1995/Ae-cepied 5 lene 1995
Tite cberíaokine 1-eceptorí CCRS sed CXCR4 are tasad by liuínsan foaraauíoodeficiciacy virus tripe 1 (HiV-l) jo
cotajuiaceiota wílls CD4 to izifect e-elia. lo addjtioo, sorne virus sarsies cao tate síteritalive cheoíokine roceplora,
incluadieg CcCR2b md CCR3, br luifee-Ijoin. A polytuorjalaiam lo (0142 (C(R2.i’641) la asas-icialed seiCla a 2- te
4-year dejay ita tIna ~arograssionre AIDS. Tu> itavestigate <he iiascbstaisni of lhjs preee-etive effecl, Wc aCudiesE tInte
espreasion of CCR2b atad CCR2h-V641, ducir chenacidute sod HIV.l coreceptor activielea, sod Chele effects 00
Che esprausion sud rereepeoractivities ofuse major LtIV.1 corasseplors. CCI42Ií sud CCR2Ia-V64I were esapresaed
mt almijar jeveis, sud useithermoiecaaleaffected s-lae esapresalon or coreceptor actjviry of CCIt3, CCRS, oc CXCR4
lo e-otrmuisfected e-eh hiles. Peripiteral hiood moisoniaclear celia (POMOs) froou ((142-1-34/ heeerozygotea had
usoríasmí leíais of CCRIb ajad CCRS basa siightly tediaced lacia ofCXCR4. CCRflIí miel CCRIIa-V641 fíanculoased
ci~uaIiy weIl ea HIV-1 coreceptora, sud CCR2-V641 PBMCa vs-era pcríiaisfve br i1l1~~ 1 jofee-Cion regerdicas así
~rj~~l traspisna. The MCP-i-iítduced calejuní moiailization ¡asodiared lay CCR2B sigoaiing auras uí¡affcctcd tus- lite
polysaíorpbisus, buí MCP.l aignalhag tiasdimaed lay deber C(/121a. oc CCR2-V64/-encsuukd receptora rssí,Itcd fu
laeterologotus daseuasitizatioua tic., lfmitiíig Che sigua! respo,aae uf olber receptora) of laeth CCRS alad CXCR4.
Tite heterohogeus desenaieizailou of CCRS sud CXCR4 aigoaiiug lay Mlii ((142 musís receptor types presides
m meclamavistie- ljaak thaI uasight beip axplain tite tana vivas Ase-ls of CCR2 gana eariaasts <man progresmien tun ALlIS ma
sutil as ihe reportad suela-leal act¡u-fty of ostuial CCRIZ uganda.
Infcctfeo of celia by human iíuíoíuoeciefieicncy virsas rype 1
(mV-)) reqísirea use pre-seoce- of ube vital reeepror CD4 atad
mo mpprepriate cereceprer en abc eclI aurface. Dice-ca jote-rae-
nona ter-vecen che adral Eta-sa preleita sud aher oscecepror are
aheugha re ca-iggee eotaliorruaatiooml ebatagea is Eov asar le-mci te
fusion berwceo [he-viraS aoci ceiluiar oset,abrmtaea, ailewing [be-
viraS genome re ester Fhe hora ce-ii cyítapiasm (reaiewed ¡o
ceLe-re-oeca 7. 10, 12. 23, aoci 43). TIse re-e-cnt idestfuiemrieo of
ce-najo clierriokise- receptora ma coree-e-prona fer 1-IJV-l, HIV-2,
asd siosian iaomuoodefse-iericy vires (81V) has prosided are-
incídoría ios¡gha ¡sae [he nae-e-hao¡srssa uoderiyiog sejeal e-os-ay
atid reopisro. Tbe- vii-Ma atrafos neaponaibie for inaoasís]saioo atad
aviticia are sise- pne-deíasfnaor virus 9-pc isoimned fue-sa asyosprorl-
asic, L{IV-pes¡tive individealí ose CCRS ma a ce-receptos, whjle
virusea thaI emerge mIer durisg rs-se- ceurse of ¡ofee-tios use-
CXCR4 e-líber ¡o place of oc fo acidition te ((RS fer ceiluiar
e-itsy (2,9 Ifur 21,26,27,31), By sinsee of alacie cijiferenaisO eme
of risc majer H[V- 1 e-sareeepcera, ji has Ese-co jareposed trama
ihe-se virtasea be- refened te mm R$, X4. atad R5X4 atraina,
reape-ctiveIy (8. 22). le aciditioua a isesa of ratiace cheusaefa-lise- aoci
cepismo aeves-rraoaoíeníbraoe dornajo receptora bave- beco
alsoavo te supporr rafee-titan lay ene or more vires arr-ajos fo vitre.
Cerreaperadurrg musaisor. Msiiiríg acidrosa: Depaistaieírt e/ Pafhology
muid Laiaeratery Macije-irie, lúrtiveraity oc t<mcusriayivarsis. 806 Aubramaeta.
34u1u and (¡sic Casia Bfvd,. Piíiiadsfptuia. 11A 1950* Plísane a (215)
895-0890. jasar: (215) 572-2883. E-mail: deusasslgrnsa¡ltnedssicíaíadu.
ioe-ltsd¡sg CCR2Es arsd CCR3 fió, 22. 26, 50). Evelulion of
ossceecpuor use ¡o s-¡ve [rosa CCR5 re sddaríoísal ce-receptora
Fasí lace-ru linulsed tus dime-ase pregecisios aoci mas fue-lp easpfm¡r
ce-ramio supe-cia of viral patisogaíacsís (18 57)
Fise imporranee of ((RS fase varal iransmisujeo a sireaso ¡rs
che- fact Usar apqraacaíasatciy 1% of Catacasíana are (CES oeg-
anive cae ea rsaruraliy occurriog pasfa<iirorjuiiram arad thai ulsese
isd¡viduafs- are vcay Fíigiufe- resiarasíl o vía ras arfe-enjerí >20. 35.
39. 51) Fue-erjeicasí role- sil (CES (cíe síes] aranariíjaa¡ois aoci tire
associaaisso be-osee-ii sise erascruseeca rifar rtraca tirar ssse- CXCR4
miad acce le-taled ciscase acaagresaiosui Fr sfr teí>íge-red sí se-sa re-la fase
acidialcana 1 pcsla-raioepliii usas ¡rs eh a orsuls une re-ecfa sar erie-it uit-aa
say inFlaae-rie-e v¡rai franiosuasion ¿art> duseaae ecu rae. Recerlía.
a polymorpisism ir ((112 ¡o ashacir val 5s4 ir repiaced (iv líe
(((R2-V64[) has Ese-e-o re¡aorscd (55> Tbía sol
5-ms-arphustss.
which ece-sira al ¿o muele frequcrc~ sf111 fo 25%. dcpe-odio/ e-e
[he cibrie populafion ¡a asaecimued avias-u a - fe id-ycar ciclas in
ibe pregreaaion fo AJOS. Howescr rclauía<efy feas virus arr-asías
[bat can use CCR2Es ¡o conjainefion avutis (D4 ría infecí e-elia
base ¡rusco eporsed (22v TIse-refore- [be saechaniana undee-is½rsg
tisis profective cifecí u sol apparenc
Te iísvcsrigarr abc prete-e-f¡ssc cee-cus aif 1 he- ((1(2 pasísoasar-
pfíiarsa. ss-e asescijed ibe- expecsaisse ita ave] 1 ¿a ube clac ruroSal ríe
receptor aod H IV-l core-ceplor acnireiriera cf ls-le ni-ajase [«112
iso/orm, ((1425, avjfis miel aa-¡ubísiir fue ‘641 esírfafiora srs pc-
ripfiera] ¡bese! nuasnon cefear ce-lis <PB MCs) sirio] teanafe-cíces-
ce-ii linee ((?R2b-V641 ssaa expeesaed mr le-se-la ajírusiar re
7450
Joasasidre era Visoiaaov. Sepí. t995, p, 7450—745>5
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CTos( M¡gu& Rodríguez Frade PUBLICACIONES
Roles of Chemokines and Receptor Polarization iii NK-Targct
CCII Interactions’
Marta Nieto,* Francisco Navarro,* Juan José Perez~Viliar,* Miguel Angel dci Pozo,*
Roberto González~Amaro,t Mario Mellado,t José M. R. Frade,5 Carlos Martínez-A,tMiguel LÓPQZ.Botet,* and Francisco Sánchez.Madrid¿*
SVe repíre ttrat (líe alatlity of NR e-ella fo produce e-líenuold¡sea ja itícresaed lo NK-rargef ccii con)egmeea. [¡seclaeme-Sainca raruuduced
play a crine-al role jo Clac polarizatiora aod recruilmeol of NR celia ma aval1 ma in lite NR elfeclor-targe[ ccii cenjuguite fnrmsutiot.
ClaernoSainea induce dic formation oftaro spccimttted regleta lo tite NR celis tite ad’-mííefngfrouf a lemdi¡íg edge. visera chcníokioe
receptora CCR2 asd CCR5 cicatee, uuehich migiíC guide che celia tosurard Che claeoiuuraclic seur-ce, ¿¡íd Cha taropod, subere adlíeaioua
niofecílea ICAM-i mod -3 are redaserihuted. NR ccli poiaritra aras irseriíticmil,- isvolur-ed tu conjegate forniacion. TIte radtuatrihetií,íí
of be-tít adhasfoo ree-eprora aud CCI( waa premerved during lisa foí-marieira of NR-lar-gel ccii coojusgates. Tinte-Impte asideomicros.
cepas setidras of (líe foranatico ofe«ee-tor-targetcotsjuagatea alsoared firme naorptsologic polea are alto fuusct[eiraliv diafioce; ahile Che
Ininding te largel celia ss-as preferertelmily anediated Cisronglí (he leading edge, lite uropod Siam foend mt Che rear of ntigraling NR
e-ella ruad recrsíited addttiiaura[ NR celta te tite a-tcinity of K562 target celle. tuInilufnien of cela jaetariration muid aditeciora cecejatnír
rediulrjf,uuio,t biorSaed (he fusroamtjota of NI<-K562 ccli coojugaies muid risa cyloaoxic aclivily ci? NR celia. Wc disecas che insplicatiíaui
of NR-ecli pofarizarfoo jo alíe devehojamen> of cytoloxjc responses. Tite Jo set el of ííiitíiííe-iilíi11Síu 1998, tóh: 333(1—3339.
Kl K celia be-long o a da ¡ecl fincage of lssa~aboe-ytea ca-IN pable of failiittg a esanleisa of asargeice-fia. ¡se-le-ding raíl sisee-elia. celia jefe-ese St Fry cirauses e-e bacicria. mes> se-asic ns-sr-
asía1 e-ella It> N Fa celia resríabie CTL ji e-cosí iii respecta. mcl cdi ng
ube cyicSaine peoducrierí pce-file aid ahcese of a peíforio-dependena
larle arre-ch anis-of bar bey de nor remi-eaegc Te-E oc ¡e gerres Tlíe-
uniiiu-ansf’ei aid eccra¡roacír of NR celia freso bines> sesada le argel
fi asare-a aro ube- fi rau utepa le ls-re cascade of ese-ifa i n ls-sc N51< cate-
fe-asic re-apainse - he diverso faciera inse-Ised ¡e tIrio ceníplera prus-
cesa isaac rece-staiy Fícee espie-red. NR cello cafíib¡í íapid nuige¿uie-n
ira a irías [21 ría> eapreso a re-parle-de of acihesin masar acetales from ~‘
sisal (1. isisya’ iii aansifjes. cembfitig nbern te ¡rite-raca ss-¡rh eode-llaefiml
cci] ce-surte-r-eee-cpioes (2.4) aid emniaceficiar maleja proicina (51
Ii lías Esecí aa¡dcay peepesed bar ebemokines ate líe tasajee se-l-
usEs] cene-di ase-rs e-fíe sí Sae-cate rccrusi mciii ¡o ji fi a íaíroasice miad iris -
ría afilía 16— Ir? u. Turre- íííe-)ce-cfca are dOTe-reí fi muy se cceiedby piare--
leía Sr sss> a becad apee a rusia of arce fe-miad e-cfi 5u ¡ nc luid ¡ use e uds-ube 1 ial
celia. -T f5-oapiíoes-scs. ansi tse-une-saco (7. 9. u OS. Al sisoríglí fluí le ir
Sari e-sen abusírí Fíe cis-e-cra el efíensokinca e-fi branrsatí N fe- ce.]ir. ir liar a
be-e ir aire-sí iii su rl re-se cale-Saines ¡ ucine-e chríusoiar ir a isa> rile- urcas1-
frsssa-rir-,ar l>sapuisi5ofai~uiiscnc isaissosiaaas.Sasasrrrrasaasrastsri.
ca5 Oapassaacrai irieiaeatassasideuealae.rae-esuraNcesarsasasfidusie-e-rslsse-aas
e-ríe- - rs s-isasasSlíca ala e-cidral s-Scíríiíadc e-recaí rías, itas-cia Sparc
titasasea Oc Caris. <sane Pese-sara e 155> Arsepied luir pía fas alise asares asas
theasauíiuisabssaííerplutursarireie-saere drteassd<epaai5-seire fíaarssesa<sipause
ctaeees fha- acrí e resalía saicaceare be bracas iscríse-as s-udaaisssasaa rs
arre sss-Se sarasa se-sacra ueaudusaaeihs tssf
saris asía fas rs praseed I5a Os ‘si SAi- 5u5~ísa5i< eeuu risc íalírsaie<ias 555 55<5 usa
a Ossu e-a arramada arar rse e-u.irsarda’rAciannlíis
5í5 SIsan5 m -,e555’ soaso
fsaíafaicer<usia-iu a-Seis líasesriasa Saspansfsaesuuuse-teussnisa pe5Wa. así
1
te-a-ho farSa Ce isare-esí seseare Saefearuas OAt t5í5ltP5 sic Si’ frs
asaiheisloasre-r-ae 1 riascarsea t se-ueunsisie5lasiTlea iSe-in<.aaresu<.s
sine taos.<f<.ss - .. rr.ísr.lea ssaa rn ai
1ipaunedles rile- e-Osease rí5s-s..o sse
5re-airs--said imaceas-ra alía Sairsaelía
sa5esiaaadaacraccassssacafrsarie. f~saauasisessSalrsiias’5aaasarot
acuisar da hsas<rsSseís Hsssssa
5 tic <a huís-era.
al salsaS síes-a- -e i.ara5r <5 E 55505. lalausioslO Sria rs. 55 -‘masa’ 5 aralsios-sa: Osrrrassssi dr
par sea e e uSa irisar
Ca5s5’rr-ssra Oiuq.Sahsatlie ?alírsaiaarualaue.iíaararaas- iiisiiiscnaisusiís
neria sal NR celle su a irle in mdditieia. ir fías- be-cus resasaried lIras
e-faeaíae-sk’iscsaasiusísrl lleCa íoobilia’aiioe ana> críe¡aruíe airear lees-
le-SIse pi’55515515Cs555515i51c se-isaruias. caíd re-gasisile- Sise as-iaeaiieuae-as rs5
NR ce-lía sil—-lIs NR ce-lis e anca aviribesize ebeaííoaasciss las
teca. jicíndine ti 5 MW le- ¿íd ivrnphoratiin lIS 17Isabaelí
sria>- iras> arre use- iirs-iisrt e-rse-> adduiiesssss e-fice-ter e-elia lilao risa fue si
siasre- e-laeniaasks<scssscssis.alfa íaarccacisnsírFr re-ce-píen a aliar saisaesa
sea-ci ra-a calase- sra be lisa s>a5155a5 es aid aa-e enripies> fo ¿ Ci pu suisílí sia
i¿l ¡it> fasusis sears Sse scsi e-u as-iese recepte-rs Isaac s-se-si chiita a> iris>
cimasiried lino ras e are-apa CCR mmd CXCR (6. is-a) bar aluasí pus
leíais sal capa esas¡oír asar NR calla Frs-ese- íoí becas ful les clac icisíed.
1 e-rs Sae-sa sí luíasasicar ceq acure a eclI poimrirmsieuí. a siacífarirse sien
[Fmi a usaefa cd iii tisana orbe-e procesaca. accb ma ccii di is-ocaeanula -
tse-ss sae-serial u cari epea 1 cf ríefeenica acre-ss ccii sacra lid ase-ii oír
cf i nusotí ríe re-apasase- eoug rumie así icracricos brneceas A PC arsis1 1
e-ella anal recaes ccli recaían fríen ansi Sa¡il¡ng liS—?-], Ccii pause’
íes tas-sir íseeqsssresi lían alas re-fc ase cfNR ersiuula-ule eraríais le-sarasas.
¿a Sai alíe salí iii <usan sal s5i55
201ga5e-5 be-las-cera isilier ce-lía siria> tire-ir
tare-ca se lía ‘51 <sc rece-siila reponed ihas clrciursikiiuea: asad <sises
cfíersruissrss eauoíkíruea <sí cisase fe a’ celia s-se- fliili5e-¡sS5ill asir aai alíe-
ssairkiaie-ee-e-e-;rsuies ([CEs las abre-e]] le-adina e-de-e las-sabsíbia’ alare-as-
usar risc e-ella aIrase sisee-¡re- <ase-Saise a1 adíe-ial (‘Os fía asalolirirsir aise- -
auss-í¡sirre-a rnadaue-e- sise tise-iissiicii oi a e-cfi projesise-síl as rías- acae así sise-
e-e-ii - te-creed tase ssraapocf - -acecarsapssrsecl Esy íeds.rtrabuu¡oo el ajaesairle-
as>irsíaiííe masleesales ~.sscbsss CASI 1 ICAM 5 CD43 atíad e-OS-a>
iii Oíais a cre-cauce- (27—29>.
Wc isase afasdied alíe rolmrjzauie-i ci NR e-ella induce-a> ras sise--
irsOkjies oc síaleisifa NlK—iaareer ccli ííaferaarícrs usas-cfi sus líe
Fría- role usf alae~ ce-fianlar crauped Ii he mu’irmiasao sed ccceusiiireui sal
2K celIa a<sc sanar fe-esa> ihal Fíe cedan5 cd e-ef NR e-e-fi sar<ii
ecíríasasea c-Fre-raíauSaiíae rece-pirar-a ¿cd ¡a laepije-ared lar face-así
re-ssaa saifile- sise. itosujasid rase-cijausea laoíísauyp¡c NR ce-fi ¡tare-rau5-luíais
utuluslis be- irrípuafuarrí u Cae líe re-cenjioscísa of fi ese SSe-lIs isaías
Oía ra-e’ rírírí, srsas’ra.f<lsae, irruís rasar
5- a si seis sin’<rs<rasarraíauui pece-sr.
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The chemokine SDF-lct triggers a chematactic
response and induces ceil polarization in human B
Iymphocytes
Miguel VIcente-Manzanares, María O. Montoya<, Mario Mellado2. José M. R. Frade’,
Miguel A. del Pozo’, Marts Nieto, Manuel O. de Letndazeri’, Carlos Martínez-A.5 and
Francisco Sánchez-Madrid1
Servicio de faamsaesolegia. Hospital de fa Priocesa, Universidad Autónoma de Madrid. Madrid,
Spain
Departroení of fnnrmursefogy aoci Oocenegy, Centro Nacional de Bietecnofegia. Ce-raseje-
Superior de fosieaat¡gacieoea Caentuie-ia Unisersidad Aurénema de Madrid, Campos de
Caritobíarico. Madrid Spain
We etud¡sd abc cxpressioo md poseible fuoctional role of cbsmokine receptora CXCR3,
CXCR4 aod CCRS frs normal human E iympbocytea. E e-elia fi-em botia peripberai bleod crid
tonsila esopreased bigis cacle of CXCR4 bul e-oF tise etber chemokios receptora tested
CXCFt4 figarid, aSoma> csif-dsrivcd fíe-s-or(SDH-lo, elicited a potení cbemotaeiic response
atad induced a pefarized motile pheoetype ira Be-elia, rssofting ira eedisteibaatien of lbs adise-
alen melee-use (AM-a So a posterior cppsndagc of tbe e-sil. isemed eropod, iris> el CXCR4
receptor te 1 be sodio
9 ecige of raaigraiiog Be-elia Time-lapsus vidsorraieeoae-epy siudies
revealed tbst SDP-lo-treated e-elia ree-ruiFed acidule-oíl b5astarader Be-ella ihreugb abc uro-
pod. SDF-le induces> casia of e-elle-lar rseruiimsnt comparable te- tEse-sc elie-ited by
peiarization-indue-iriganti-iCAM-3 monoclona! anuibody, lo mo LFA-l/iCAM-1, -3-depsodsrat
fiable-rs Moreovee. tEsis cbemokine jí-re-reased ¡otracefiufar Ca¿í leveis lo B iymphoe-ytes. aoci
iriduced a empid CXCR4 receptor dowri-esguiat¡on en Fise ecli sertaes memiscane. TEsese
resulte provide new ioeight io~o lEso importan> bioiogie-ai role of SDC-1n jo pbysioiegicai peo-
e-cases un wbie-Es Be-elia participase. mod sssggsst a ksy role fe-e e-heme-Saines rs normal Be-oil
trefile-king md esciecuiation.
Key worda; Siremíl csii-deri-,ed lacioe-e- ¡ CXCR4 /0 iyosptsecyic ¡ Pouarizeuien ¡ Ucopod
1 hntroductioíl
O iympboe-ytca are generated jo tbe bono maecow aoci.
Fbrougb a pree-cas tít involves rearrangemeot ant>
eicpressiora of ig genes, produce so anFigen-apee-ifie-
receptor. Aface aproe-esa of seise-llera lo eliminare roactia-
uy te 50s-f antigeos. osatues E e-ef la emerge jote- lbs
poc¡pheeai fvmphoe-s-i-to poe1, ss-hacia cee-iceelatee tbreugb
sce-oodmiy lympboid organe wlseee antígeo is enceun-
toced [lj. Alabeugis Fisele matucation aoci dsveiopmenl
pree-eseca are weil charaeterized. lees le Saoowo of tI55
[118119]
Alabreviatje-na: SDF-Ieu: Sicomal ceil-derived iae-toc-ae
MIP: Mae-repbago infiaromas-eíy pee-acm MCP-1: Monoeyto
cfaemolmeuic peotoin-1 RANTES: Reguiated en adiaoaiorv
normal Te-cfi expeosaed md secretes> LFA-1: L5smpFaoe-yae
lune-iie-o-associated antigení ICAM: inlere-elleisar icho-
sien rasolocuis (lCR: Chome-Sairas receptor




claemolae-be- sigrasfa Ibas deje-e Be-elisios-be siles e> ¿ori-
gen exposuco it bas eeceoi>ys beso sbewo tbat ig e-roas-
liriking by antabe-cijes aguosa 8 ccli suifíce ig cao be
e-bsmotae-tie-, ailbeugb nccsssory sjgnaie, sucEs acabe-se
irideced by iL-4 aoci geosrated tisreugb 0040 are
required [2] On tbe olbee bitad, wbiic B e-eh chemetasis
diree-ted lay tbc CXC e-Esemokine iL-8 has beco reponed
sxprsssie-o of lbs e-ecrespe-nding cee-eploes remajos e-e-o-
troversial 1~. 4].
Tbe cbemek¡nes. a urge lamils-eof fow melee-clac masa
(8-10 SaDa) cre-Saínes, hayo chemotaclie- urss> pro-
aciivítors-i eftecta e-o difiersol isuke-cytc ineages Ese-lb ira
vitre indio e-le-o 5 6]. Cisemokinsa bave been e-iaesifiet>
lo two maira calageeles. lb5 CXC arad CC cbemekloes,
aee-eedirag te- tías pesation e> ibeir fican armo e-eossrvsd e-s-ca-
teme residuos. Fbi CXC e-bemelc¡nes. e-e-ludio9 iL-3.
MGSs
tma/gre ip-lO Mig arad sacemíl e-eii-dsriaaed factor
(SDF)-lea, base beso cfsrsie-aiiy deacribed mr oeutrepbui
0014-2980/98/07O7-2197$i 750s 50/O
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José M~gud Rodríguez Frade PUSLICACTOÑES
ifl\roINrculQnt of Ph(}si>haltd>iiinosi{oI 3-.KI;;-sc 17-1
Ceil-Derived Factor-la-Induced Lyrnphocyte Polarization and
Chemotaxis’
Miguel Vicente~Manzauares,* Mercedes Rey,t David R. .loues,t David Sancho5t
Mario Meiiado,t Jose Miguel Rodriguez-Frade,’ Miguel Angel del Pozo,=*María Yáñez-Mó,
t
Ana Martín de Ana,t Carlos MartínezrA.,t Isabel Mérida,t atad Francisco Sánchez~MadridO
The role of plaospharidyiiraoaitoh 3-lduiase (t’13—kirtmsef. an importana eozytaie fovolaed lo signal Craosdnctiots areola, hia haen
aludied in Che polarizmtion sed cttetaolnis of fuetatpInocytcs indurad lay Clac chemoiciate seromal ceil-derived facíar-la (SDF-ha>.
TInja claemokina atas tbk Co directiy aclivate pSa/pilO Pt3.kioaae in sarInole Inuman Pía. mod tú induce Cha sssoe-iseioít of PC3-kjnaae
fo abc SDF-ba ree-eplor, CXCR4, lo apenaseis loario-aeíasltive marinar. Two ranreisred cInerítical uíchihilora of P13-kiosae, worl-
manolo arad ¡¿294062, praaueoted CCAM-3 anud ERM proCein me-cajo polarizalion ma ii-sil ma tIna chemotaxis of PBL fe respoetse
te SDI[-ia. flowever, Chey did not irtierfere witb tite reorganization of eithar lubuifo or tlte acab cyaoskehaton. Moreover, abc
Irsataicol capreasion ola dortcinmnt rieptisie loe-uit of Che Pa3-kioaae 85.kDa ragítlaloa-v subunie jo Che eoostieutively polarizad Peer
U ccli liria inhibised ICAM-3 polarizalion atad tnarkedly a-sdnnced §IIIF.ta-induae-ed citemotaxis. Cotrsersdy, teueuexprssmion of a
conaeitueivciv aclirmead inutane ofiiie Ph13-jdmase l10.leDa catml¿-tic tulaunil jo Iba roícrsd-ahaped PM-IT e-ahí lina itaduced ICAM-3
pofarizaeion. These rearills underline Iba role of P13-kinase o Cite regelation of lymphoc¿<ia poimelzaeion sed naaoeiiilv mod odie-ile
abar P13-kinmse playa a salee-tire role jo tite ragt,lmlioat of adhasion and ERM proleinas- redistrihetion lo tite plastos membrana of
asmphoaytcs. Píe jsatsrotual of I,nnuassology, 1999, 163: 4001—4012.
a growieg superfarniiy e-fi- re fil-SaPa
1 eleetivcfy afirme-u ditfecesr achacas e-fíe-u-
Saee-yaca (1—3) Suromal ecíl-dacired Imerer- fa (-SDF- ico)~
ir a sarísher of sise CXC clseusolaisa uurlatasaily thai atrurmesa 1 ¿a
ascii ma 8 lymphuacyrea (4—6). lis role ¡nF eclf-HIV- 1 jofecrien sas
bee-as ausil efiararacrized (7). Saus-ijea peefosanad ¡o CXCR4- aoci
SUr- 1 e-cie-iic¡cau mice ceder apee-ial sigaifle-mece te tFre re-fc aif
lo in lyíaspbepo¡e-sia mm welf ma ita cardume aoci une-ural uiasace-
dave-le-jame-er (5 — 1 5>
Seadeus -se- 5rusiaslogia Huuspiumí tic ir Hale-esa. UcierenitiadArutitaur tic SulítiajA
SisaSes5 Se-cuí cuS raurrauinfaaf ce- imuiuiitOiOCua aid onacueen. e-aiea Naborí tic
asare-sa latir O sísuja risaerusir tic iss-cei~aeie-ras OnsIuiesa Liiiocositiad Arr-
Sna.usa sal Matías e-suaría ea e-aaiabfi,co. MaSiS- Spais
ksesraesa tao paiuutisaiisa 0.1011 iS 1559 .líe-sepaati Can rust5ruiioa anis 50. 59555.
SSraasarsi.s-iiaunirsseracci eususar<siesaae tirrrieactiurraiisepiufapaeraeaaafrraaee
e-bausas 55erasríasfaiosiairs<ciors Se- hace-So essrkctiadae-ae5is-s<u-esiiaessati-arse
rs55r555i5e-5s.usssi - Ssi-soiausastissiicfhiiiase
aíips-ris-555 Casarle SAI5 ae-arassacoi suiS arralssiaas-oe-e-”-uss
arreo 55 5p
501-a tiuííaaeea arr Balsrsotrs’cS,reia. Cinuisar 155955 lee-ii aso esa-
ríseuraaair Aa sócarira 555 SIsde-ud ube- Fe-raicee-a t5ie,rsiñei tic tu Asesiacida raspas-ala
se-rifar Sisar ir SIal ir [SISO ALrP 15uM195 F,ffcassbipía MÁP. ase
Gasee ‘MSs aui~ <nava itero fha Asoasiarisas-ca lisenusre-iacacf Sfsiasra Re-sssaaaS rus
rita aSeriSa paeíuressarfilíraniafaryai-sOreafatan-re fsuictia.imaalassípficee5
harías Osícís Ssape-ss-es ause-níiscaiore-scsarrrsñeassaiti I’uíaruiaaua ant larjauba
cansas sa-siena Oepaucufnsarueis-a.ersssír Biefaría, iSia Serirpa N,aeace-5u irsilisie -
e-VN~i SArna aras Ns-ah Tuae-ccy Picas Rna4Saa Jaula CA 95535,
-5aSS5na eiucrcaasuaae-iíae- cosi ao5<iiti car~taauu icOr Fiacusiace Stroseei-Matinal Se-e-
susíride fiuaae.ui.aeim Haermica ‘le así Palíe-esa. e-itsiees r ecca S~ FíOSSC Muasca
5 rasu Pasas <tse-sus s’eiirstiai.Oipcisoasa5hipas
Ab firasiifusas asen rs lilas papar: COil-in surasíal e-rta-ticcíret fas-forte: 0155’.
e-aras sisaríaases-u saosusar: arar- 5 eaassasaseehamstacuiaa pacaellí— a pAli. isaías
AS ss-as-se- causs.síabsie- aire aria5~r ceder: Pi3-tice-sc. phnsrltatitiyiutnaiue-u 3-fu-
casa SI> Srs bi<rraairae-a: re-iSP? pisuleicí- tiusniaí1 etastil faefura WMN. tranafaetura




Lcafaocyie che-me-ítala ja a crucial pheneme-son be-ifa ¡un ube mm-
sacre íes> inflasaiisaiory re-ajas-anac (12). l)nuing ebcníeíasio. e-líe--
srse-aar rae-raías urreferaica. anclí ma cbeuísok ¡res. i aduce ir uuapíraes ‘‘a e-
pralaciraniena wiib gece-railerro>- apeciaficeol ccli caseapín ríe-tías 11V
Cs-se-ínemuiracrarrs recepís-ara csane-errrraía mu he ccii lcading edge.
avise-reas as-se acibesion une-fe-cuIca ICAM-f. ICAM-3, atad C044 ce-
disiribasio re abc itropod. sable-Fr ¡o ¡naefa-ed ¡5 ube re-ensjiiascnr of
Esyarmedcr leiakoe-yfea (6. 14—16) Se-yeral cyueskcfeual e-feme-oto lo-
dacio
8 ube IZRM pce-udc sse-calo ansi he mieroanisefe- orgmoirieg
e-tete-e (MTOC) mise- ce-oee-nfr¿íc st fha aíre-pos> of peimuired oil-
grmujsg tysapfsoe-ytca (17, ISY Mocee-var, risa mcuie-b¡sding pee-te-ii
saecairí ¡ose-rae-fo as-latí ICAM-3 arad ita amsociauioe Fríe-ce-ase-a dnring
risc pefarizcoriorí pce-e-aso of fs-itaapuaeeyrea (a?>
Sienafí rcgnfaiing fympiaoe-yre selarje-aflee aras
1 cbcmoaaa¡s are
fírge-la cruknoso He-are-esrer. dilaerení signalinní mese-e-síes base
be-en are-peted es pese-erial caedidalea ¡o abc ceguimnien of íncb
peoae-esacs, Cine- e-frisase meiecraieaa ja rite ispe- 1 pise-apbatids-ii nra-
lambí ‘-Sainare- 1P13-Saiisasc>. wisir:is consisas of cuí 85-SaPa cosiniafera
íasabaíímr re-a
5as-asusu’Frie s-iseprarueisa—ps’urue-¡n iííre-rccíisarís iris Src—hísansissi-
e-gy >51-1). Sf12. mcd 51-13 ale-sisales mcd a casalyric 1 10-SaPa íaibnnis
(59), P13-k¡naar has beco inrupliemued le jrrauslia-aiinususlmfed sIne-mac
uptake- (201 sacíasbrmne raalwiusg iscisaced bar pfmuticr-dcr-iseet ere-saab
faeror (Puafí e-e IL-2 (21, 22). md sacuirarien of sdduíis-uíísíi aig-
nífmrre meleesíes. sncb ¿a p
70 Sé Sainase (23> mcd ASaSa/profe-in fi-
nase 8 (24). A C-preleirr-eusnpled P13-kinase. rbc P13-kinasc y.
asbicla la nol cegnimíed by ps-i5,has (icen raee-íanfy ide-asís-lcd (25. 26k
la acidutis-ra. rbe~re- la evicicoce impfje-muing sesee irmasoaeníisrane
de-estile C-proie-in-conpled recepaeca lo tIre mcrjsas¡en of piS/p55(1
0l3-Saisasc (271. V-aarsiseriuserc. sigsaling Fry ebresrakinca sisrosagis
iFreje sesee irmiissaeiaibcaríc de-maje cee-e-pie-rs has been re-pasoed c
ccii sane- P13-kinaae (28 —30>- floaveser. cornrnuse-raiaf dita crisIs
reg<mrding ube nega íjse- e-fice-u of Pl 3-Sainase lun cfseusriki se-indosced
ciacíne-ras la isy tasi eg e-faena me-a] iii iuibilees 1311
Oafi5nrifa&5555*uíir55nAisama~<f~55uue-fas-a,f~~frniif555u5fgi5ue uuus>sasairiaaruue íes
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